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Efek Preventif Kefir Susu Kuda Sumbawa Terhadap Karies Gigi yang 
Diinduksi Streptococcus mutans Berdasarkan Produksi TNF- - Gr1  





Karies gigi merupakan penyakit infeksi yang menyebabkan kerusakan 
jaringan gigi hingga terbentuk kavitasi dan sering terjadi pada anjing. Penyebab 
utama karies gigi adalah Streptococcus mutans yang menyebabkan fermentasi 
karbohidrat, mengubah pH mulut menjadi asam, demineralisasi gigi, membentuk 
biofilm, dan bersifat imunosupresan. Kondisi pH mulut juga akan menurun drastis 
apabila diberi pakan diet kariogenik seperti sukrosa. Kefir susu kuda Sumbawa 
memiliki efek imunostimulator, kandungan antibakteri dan mineral untuk 
remineralisasi gigi. Tujuan penelitian ini adalah untuk menguji kemampuan kefir 
susu kuda Sumbawa dalam mencegah karies gigi terhadap produksi TNF-α – Gr1 
dan IL-10 – TCD4 pada hewan coba yang diinduksi S. mutans. Penelitian ini 
eksperimental dengan metode post-test only control design menggunakan model 
Rancangan Acak Lengkap (RAL). Hewan coba yang digunakan adalah mencit 
Balb/c jantan, berat badan ± 20-30 gram, dan umur 1,5 bulan dengan jumlah 
sampel 20 ekor yang diberikan Ampicilin selama 3 hari untuk menekan 
pertumbuhan bakteri oral sebelum perlakuan, kemudian dibagi menjadi: 
kelompok K(-) sebagai kelompok kontrol negatif, kelompok K(+) sebagai 
kelompok model karies gigi yang diinduksi bakteri S. mutans 4 x 109 CFU/ekor 
setiap hari selama 5 hari dan diet sukrosa 5%, kelompok P1, P2, dan P3 sebagai 
kelompok preventif dengan masing-masing pemberian kefir susu kuda Sumbawa 
dosis 0,1 ml/ekor, 0,25 ml/ekor, dan 0,5 ml/ekor setiap hari selama 14 hari yang 
diberikan sebelum diinduksi S. mutans dan diet sukrosa 5%. Parameter yang 
diukur adalah produksi TNF-α – Gr1 dan IL-10 – TCD4 dari glandula saliva 
menggunakan metode flowcytometry. Data yang diperoleh dianalisis secara 
statistik menggunakan metode One-Way ANOVA dengan α=0,05. Hasil 
penelitian menunjukkan peningkatan produksi TNF-α – Gr1 dan penurunan 
produksi IL-10 – TCD4 secara optimal pada dosis 0,5 ml/ekor dengan signifikansi 
p<0,05. Kesimpulan dari penelitian ini adalah kefir susu kuda Sumbawa memiliki 
efek preventif untuk karies gigi.  
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Preventive Effect Of Sumbawa’s Horse Milk Kefir on Tooth-Induced Dental 
Caries Streptococcus mutans Based on TNF- - Gr1 and IL-10 – TCD4 





Dental caries is an infectious disease that causes damage on tooth tissue to 
form cavitation and often occurs in dogs. The main cause of dental caries is 
Streptococcus mutans which causes carbohydrate fermentation, turning the pH of 
the mouth into acid, dental demineralization, forming biofilms, and 
immunosuppressant. Oral pH conditions will also decrease drastically when fed 
by a cariogenic diet such as sucrose. Sumbawa’s Horse Milk Kefir has 
immunostimulator effects, antibacterial and mineral contents for tooth 
remineralization. The objective of this study was to test the ability of Sumbawa’s 
Horse Milk Kefir in preventing dental caries against TNF-α – Gr1 and IL-10 – 
TCD4 production in S. mutans-induced susceptible animals. This research was 
experimental using completely Randomized Complete Design (RAL) model. The 
experimental animals use male Balb/c mice, weight ± 20-30 grams, and 1.5 
months of age with 20 samples given by Ampicilin for 3 days to suppress the 
growth of oral bacteria prior to treatment, then divided into: K group (-) as a 
negative control group, group K (+) as a group of induced dental caries model of 
S. mutans 4 x 109 CFU/mice every day for 5 days and 5% sucrose diet, P1, P2 and 
P3 groups as group preventive treatment with each giving Sumbawa’s Horse Milk 
Kefir dose 0.1 ml / mice, 0.25 ml / mice, and 0.5 ml / mice every day for 14 days 
given before induced S. mutans and 5% sucrose diet. The parameters measured 
are the production of TNF-α – Gr1 and IL-10 – TCD4 from salivary glands using 
flowcytometry method. The data obtained analyzed statistically using One-Way 
ANOVA method with α=0,05. The results showed elevated levels of TNF-α – Gr1 
and decreased IL-10 – TCD4 levels with optimal effect at dose of 0.5 ml/mice 
with a significance p<0.05. The conclusion of this study is that Sumbawa’s Horse 
Milk Kefir has a preventive effect on dental caries. 
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BAB 1 PENDAHULUAN 
 
1.1 Latar Belakang 
Kesehatan gigi merupakan hal yang sangat penting untuk diperhatikan 
bukan hanya pada manusia, melainkan juga pada hewan kesayangan seperti 
anjing. Dimana kesehatan gigi dapat mempengaruhi nilai estetika dan ekonomi. 
Gigi yang berada dalam kavum oral merupakan alat prehensi utama dalam 
mengolah makanan pada sistem pencernaan, yang rentan terhadap berbagai 
macam sumber penyakit seperti bakteri, virus, ataupun jamur. Penyebab utama 
penyakit gigi adalah plak, yang menyebabkan karies maupun radang 
periodonsium (Zaenab dkk., 2004). Hasil survey dari United States, hanya 7% 
dari total populasi anjing yang dinyatakan sehat pada kavum oral (Lund et al., 
1999). Adapun hasil penelitian lainnya mengatakan bahwa, karies gigi merupakan 
prevalensi penyakit mulut tertinggi yaitu 61,3% dari total 408 ekor anjing (Kyllar 
and Witter, 2005), dan 5,25% anjing dewasa memiliki satu atau lebih lesi karies 
(Hale, 2004).  
Karies gigi atau karang gigi adalah kerusakan jaringan/ struktur gigi 
kronis akibat suatu masa yang mengalami kalsifikasi yang terbentuk dan melekat 
erat pada permukaan gigi dan objek solid lainnya di dalam mulut oleh bakteri 
patogen spesifik (Colin, 2006). Penyebab karies gigi yang utama adalah bakteri 
Streptococcus mutans, selain itu dengan adanya penambahan diet karbohidrat 
sukrosa yang merupakan gula paling kariogenik mampu membentuk EPS atau 




















2004; Forssten et al., 2010). Apabila karies gigi dibiarkan terus-menerus tanpa 
adanya penanganan maka melalui lubang karies, S. mutans dapat masuk ke dalam 
tubuh yang bisa menyebabkan rheumatic fever pada otot jantung (Artaria, 2009). 
Sampai saat ini, penanganan karies gigi pada anjing yang ditawarkan 
dalam dunia kedokteran hewan adalah scalling (pembersihan lesi karies), restorasi 
gigi (penambalan), atau ekstraksi gigi (pencabutan) (Hamilton et al., 2014; 
Holmstrom et al., 2013). Salah satu tindakan pencegahan yang umum dilakukan 
adalah terapi fluoride, tetapi apabila dosis yang digunakan tidak tepat dapat 
menyebabkan kelainan gigi (dental florosis) atau gejala keracunan (Djamil, 2011). 
Untuk itu, diperlukan tindakan pencegahan karies gigi yang lebih efektif dan 
mudah dalam aplikasi. 
Kelenjar saliva memiliki peranan yang penting dalam mempertahankan 
kesehatan jaringan mulut. Hipofungsi kelenjar saliva dapat menyebabkan efek 
samping seperti karies gigi, kesulitan menelan, dan candidiasis (Ono et al., 2015). 
Saliva yang merupakan cairan biologis disekresikan ke dalam rongga mulut oleh 
kelenjar saliva, menurunnya pH saliva (asam) dan jumlah saliva yang kurang 
menunjukkan resiko terjadinya karies yang tinggi (Tamin dan Yassi, 2010). Selain 
itu saliva juga berkaitan dengan sistem imun tubuh. Leukosit yang berfungsi 
sebagai antimikroba dalam saliva 98% adalah neutrofil dengan marker Gr-1 yang 
akan mengekspresikan TNF-α. Aktivasi makrofag dapat terjadi apabila sel T 
limfosit terstimulasi dan dipresentasikan dalam konteks MHC-II ke sel CD4+, 
dimana dalam keadaan yang berbeda dapat membentuk dua subset yang 




















berbeda. Th2 dengan marker TCD4, dan beberapa subset sel dendritik akan 
memproduksi IL-10 yang berdasarkan hasil studi yang telah dilakukan, IL-10 
diidentifikasi sebagai sitokin yang menghambat produksi sitokin pro-inflamasi 
seperti TNF-α (Abbas et al., 2014; Cogulu et al., 2015; Baratawidjaja dan 
Rengganis, 2010).  
Susu adalah salah satu hasil produk hewani yang diketahui dapat 
mengurangi angka kejadian karies gigi (WHO, 2009). Susu kuda Sumbawa lebih 
mudah dicerna dalam tubuh karena memiliki kasein yang lebih rendah 
dibandingkan susu sapi, domba dan kambing. Selain itu, susu kuda Sumbawa juga 
mempunyai aktivitas antimikroba dengan spektrum luas yang tidak dapat 
ditemukan pada susu kuda bukan Sumbawa maupun susu sapi (Hermawati, 2004). 
Kefir adalah minuman fermentasi yang memiliki kemampuan probiotik sebagai 
tindakan pencegahan atau terapi penyakit oral. Asam laktat yang dihasilkan oleh 
kefir saat proses fermentasi dapat menghambat bakteri pathogen dan menstimulasi 
respon imun hospes (Suhartanti dan Iqbal, 2014). Dibandingkan susu kuda yang 
tidak diberi kefir, kefir susu kuda Sumbawa memiliki penyerapan yang lebih baik 
dalam tubuh. 
Berdasarkan fenomena tersebut, dapat terlihat adanya potensi yang besar 
dalam memanfaatkan kefir susu kuda Sumbawa sebagai tindakan pencegahan 
karies gigi pada anjing. Oleh karena itu, perlu dilakukan uji preventif kefir susu 
kuda Sumbawa untuk membuktikan adanya efek immunostimulator terhadap 
produksi TNF-α – Gr1 dan IL-10 – TCD4 yang diinduksi Streptococcus mutans 




















1.2 Rumusan Masalah 
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan di atas, maka rumusan 
masalah penelitian ini, antara lain: 
1. Apakah kefir susu kuda Sumbawa berpotensi menghambat terjadinya karies 
gigi dengan meningkatkan produksi TNF-α - Gr1 yang diinduksi 
Streptococcus mutans? 
2. Apakah kefir susu kuda Sumbawa berpotensi menghambat terjadinya karies 
gigi dengan menurunkan produksi IL-10 - TCD4 yang diinduksi 
Streptococcus mutans? 
 
1.3 Tujuan Penelitian 
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan di atas, maka tujuan 
penelitian ini, antara lain: 
1. Mengetahui efek preventif karies gigi dengan pemberian kefir susu kuda 
Sumbawa terhadap peningkatan produksi TNF-α - Gr1 yang diinduksi 
Streptococcus mutans. 
2. Mengetahui efek preventif karies gigi dengan pemberian kefir susu kuda 

























1.4 Manfaat Penelitian 
Adapun beberapa manfaat yang diharapkan dalam penelitian ini, yaitu: 
1. Dapat memberikan informasi tentang efek preventif pemberian kefir susu 
kuda Sumbawa berdasarkan perubahan produksi TNF-α - Gr1 dan IL-10 - 
TCD4 yang diinduksi Streptococcus mutans sehingga dapat menjadi acuan 
bagi penelitian selanjutnya. 
2. Pemanfaatan hasil potensi daerah untuk obat tradisional yang berpotensi 
sebagai immunostimulator pada hewan diinduksi Streptococcus mutans 
sehingga dapat mengurangi kerugian ekonomis dan mengurangi angka 
kejadian penyakit karies gigi. 
 
1.5 Batasan Masalah 
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka batasan masalah 
dalam penelitian ini meliputi: 
1. Hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit (Mus 
musculus) strain balb/c jantan berumur 1,5 bulan dengan bobot badan 20-30 
gram (Berata, 2009). Mencit diperoleh dari Unit Pra-Klinik LPPT 
Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta (Lampiran 1), dan telah mendapatkan 
sertifikat laik etik dari Komisi Etik Penelitian Universitas Brawijaya No: 
423-KEP-UB (Lampiran 2). 
2. Susu kuda Sumbawa diperoleh langsung dari Sumbawa dalam bentuk 
kemasan menggunakan jasa pengiriman, dan dibuat kefir di Laboratorium 




















3. Dosis kefir susu kuda Sumbawa yang digunakan adalah 0,1 ml, 0,25 ml, dan 
0,5 ml mengacu pada penelitian Ghasempour et al. (2014) dimana tiap 1 ml 
kefir susu kuda Sumbawa mengandung total BAL sebanyak 1,9 x 106 CFU 
(Lampiran 5 dan 7). 
4. Penelitian ini menggunakan bakteri Streptococcus mutans yang diambil dari 
stok bagian Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Airlangga, 
Surabaya (Lampiran 3). 
5. Suspensi bakteri S. mutans yang digunakan pada mencit adalah 4 x 109 CFU 
(Rocha et al., 2009).  
6. Variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah produksi TNF-α ditandai 
dari Gr-1 dan IL-10 yang dilabel dari sel TCD4 dari isolasi glandula saliva 





















BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA 
 
2.1 Karies Gigi 
Karies gigi merupakan penyakit infeksi yang disebabkan oleh 
demineralisasi email dan dentin yang erat hubungannya dengan konsumsi 
makanan yang kariogenik (tinggi karbohidrat, lengket, dan mudah hancur di 
dalam mulut). Terjadinya karies gigi juga diakibatkan peran dari bakteri pada 
golongan Streptokokus mulut yang secara kolektif disebut Streptococcus mutans. 
Karies gigi bersama dengan saliva akan menghasilkan iritasi mekanik dan 
gangguan pengunyahan sehingga hewan kesulitan makan dan menjadi gelisah. 
Kondisi selanjutnya dapat menyebabkan penyakit periodontal, seperti gingivitis 
dan periodontitis. (Worotijan dkk., 2013). 
. Kesehatan gigi pada hewan kesayangan saat ini mulai menjadi trend 
atau budaya di kalangan pecinta hewan. Keberadaan karies gigi dapat 
mempengaruhi status kesehatan anjing maupun kucing. Menurut Utama dkk., 
(2017) terdapat beberapa faktor yang dapat menentukan timbulnya plak gigi yang 
diikuti dengan karang gigi dan penyakit periodontal, antara lain: umur dan status 
kesehatan, diet dan kebiasaan mengunyah, ras hewan, genetik, dan bentuk 
susunan gigi, keadaan mulut, serta cara perawatan dan grooming. Dilihat dari 
umur, semakin tua maka memiliki karies gigi dengan warna lebih gelap dan tebal. 
Dibandingkan dengan kucing, umumna kasus karies gigi lebih sering ditemukan 
di klinik terjadi pada anjing, hal ini dikarenakan kucing memiliki kebiasaan auto-




















dikonsumsi oleh anjing juga dapat mempengaruhi tingkat kejadian karies gigi. 
Meskipun anjing merupakan hewan karnivora, tapi banyak kasus yang ditemukan 
bahwa owner (pemilik) anjing memberikan pakan tidak hanya daging tetapi dog 
food yang teksturnya renyah, mudah dihancurkan (lembek), kering, keras dan juga 
ada yang empuk (Pello dkk., 2015). Adapun faktor lainnya yang menyebabkan 
angka karies gigi pada anjing lebih tinggi dibandingkan hewan peliharaan lainnya 
seperti kucing, dikarenakan anatomi gigi anjing sebanyak 42 gigi, dengan 
kerapatan antar gigi ini memungkinkan terjadinya penumpukan plak dan 
perlekatan makanan yang menjadi sumber bakteri untuk tumbuh. Adapun 
predileksi karies gigi pada anjing sering ditemukan pada gigi premolar IV, molar 
I, molar II, caninus, dan maksila (rahang atas) (Kusumawati dkk., 2014).  
2.1.1 Patofisiologi 
Proses terjadinya karies gigi disebabkan oleh adanya interaksi antara 
gigi, bakteri, dan gula. Adanya mikroflora mulut dalam bentuk plak merupakan 
syarat utama terbentuknya karies. Diantara mikroflora dalam mulut, Streptococcus 
mutans merupakan organisme kariogenik yang paling efisien dalam menyebabkan 
karies gigi (Nasution, 2006).  
Dimulai dengan adanya plak pada permukaan gigi, sukrosa dari sisa 
makanan dan mikroorganisme pada gigi dalam jangka waktu tertentu akan 
menyebabkan timbulnya asam yang akan menurunkan pH mulut menjadi kritis (< 
5,5), dan hal ini akan menyebabkan terjadinya demineralisasi email dan akan 
berlanjut menjadi karies gigi. Awal terjadinya karies gigi terlihat adanya lesi 




















berkembang menjadi lubang berwarna coklat atau hitam yang mengikis gigi 
(Rosidi dkk., 2013).  
Plak adalah suatu lapisan lunak yang terdiri atas kumpulan 
mikroorganisme yang berkembang biak di atas suatu matriks yang terbentuk dan 
melekat erat pada permukaan gigi yang tidak dibersihkan. Streptococcus mutans 
diakui sebagai bakteri utama penyebab karies, karena bakteri ini bersifat 
asidogenik dan asidurik (Nasution, 2006). Streptococcus mutans mempunyai 
kemampuan untuk mengambil molekul gula sederhana dan membentuknya 
menjadi polymer panjang. Gula yang sudah terpolimerasi ini menempel pada gigi. 
Gula sederhana bisa tercuci oleh saliva tetapi bila sudah terpolimerisasi tidak bisa 
dicuci. Bakteri ini melakukannya agar bisa bertahan hidup dengan cara menempel 
pada gula terpolimerisasi yang menempel pada gigi tersebut, kemudian 
menggerogoti mahkota gigi. Plak juga berperan membantu agar gula 
terpolimerisasi menempel pada gigi (Artaria, 2009).  
Kecepatan pembentukan plak tergantung dari konsistensi, macam, dan 
keras lunaknya makanan. Makanan lunak tidak memerlukan pengunyahan yang 
banyak, sehingga sedikit atau tidak sama sekali memberikan efek pembersihan 
pada gigi. Jika diet makanan dari sukrosa, plak akan menebal dan melekat. Hal ini 
disebabkan terbentuknya polisakarida ekstraseluler (dekstran) yang lebih banyak 
dihasilkan dari pemecahan sukrosa. Dengan bantuan Streptococcus mutans, 
sukrosa akan membentuk dekstran dan levan. Dekstran adalah prekursor plak gigi, 
sebagai mediator kolonisasi dan agregasi kuman asidogenik, serta tahan terhadap 




















mengandung gula akan menurunkan pH plak dengan cepat sampai pada level 
yang menyebabkan demineralisasi email dan dentin (Nasution, 2006).    
2.1.2 Patologi Anatomi 
Pada masalah gigi, hal pertama yang harus diketahui adalah berapa 
jumlah gigi dan bagaimana gigi tersebut tumbuh. Umumnya, anatomi gigi anjing 
sama seperti manusia memiliki empat jenis gigi, yaitu gigi incisivus, caninus, 
premolar, dan molar dengan struktur lapisan seperti pada Gambar 2.1. yang 
berbeda adalah jumlah dan fungsinya. Secara permanen gigi anjing berjumlah 42 
gigi (12 gigi incisivus, 4 gigi caninus, 16 gigi premolar, dan 10 gigi molar). 
Terlepas dari jumlah akar, fungsi, ukuran, dan bentuk, gigi anjing sama pada 
semua jenis (Pieri et al., 2012).  Gigi yang berada di cavum oral rentan terhadap 
bakteri, virus, dan jamur yang dapat menyebabkan penyakit periodontal (Hale, 
2004).   
 




















Permasalahan gigi pada anjing yang sering ditemukan adalah karies gigi. Karies 
gigi berwarna kuning, cokelat, dan hitam dilihat dari tingkat keparahannya, seperti 
pada Gambar 2.2. Karies gigi memiliki permukaan yang kasar sehingga 
meningkatkan keterikatan bakteri dan plak yang lebih lanjut menyebabkan iritasi 
gingiva. Noda pada gigi memacu perubahan warna pada permukaan gigi 
(Kusumawati dkk., 2014). 
 
Gambar 2.2 Ketebalan dan Warna Karies Gigi Anjing di Denpasar Bali. (A) Anjing 
Kintamani umur 2 tahun, situs karies gigi pada premolar IV, warna gigi 
kuning dan tipis. (B) Anjing Tersier umur 4 tahun, situs karies gigi pada 
premolar IV, molai I dan II, warna gigi kuning dan tipis. (C) Anjing 
Shitzhu umur 5 tahun, situs karies gigi pada caninus, premolar IV, molar I 
dan II, warna gigi cokelat dan tebal. (D) Anjing Golden Retriever umur 6 
tahun, situs karies gigi pada premolar III dan IV, molar I dan II, warna gigi 
cokelat dan tebal. (E) Anjing Shitzhu umur 7 tahun, situs karies gigi pada 
caninus, premolar IV, molar I dan II, warna cokelat dan tebal. (F) Anjing 
Pecking umur 8 tahun, situs karies gigi pada caninus, premolar IV, warna 
gigi cokelat dan tebal (Kusumawati dkk., 2014). 
 
Dari Gambar 2.2 di atas, menunjukkan anjing mulai memiliki karies gigi 
tebal pada umur tiga tahun, sedangkan pada umur 2 tahun memiliki ketebalan 
yang tipis. Karies gigi yang tebal rata-rata terjadi pada umur 3-10 tahun, dan di 
atas umur 5 tahun memiliki ketebalan karies gigi yang tebal. Hal ini dapat 




















jenis pakan basah dapat memicu terbentuknya plak dan karies gigi karena 
memiliki konsistensi lembek sehingga sisa-sisa pakan basah akan melekat pada 
gigi (Kusumawati dkk., 2014). 
2.1.3 Diagnosa 
Dalam melakukan diagnosa karies gigi pada anjing, sebelumnya harus 
memperhatikan 5 tahap skoring perubahan patologi, seperti pada Gambar 2.3. 
yang dijelaskan sebagai berikut: 
a. Tahap 1: Kerusakan gigi hanya pada enamel. 
b. Tahap 2: Kerusakan gigi meluas ke dentin, tetapi tidak mencapai ruang pulpa. 
c. Tahap 3: Kerusakan gigi meluas sampai ke ruang pulpa. 
d. Tahap 4: Kerusakan struktur gigi yang signifikan dari mahkota gigi. 
e. Tahap 5: Mayoritas mahkota gigi hilang, terlihat lubang besar, dan yang 
tersisa adalah akar.  
 
Gambar 2.3 Skoring karies gigi pada anjing. (A) Masuk dalam tahap I, titik hitam pada 
bagian oklusi gigi molar I merupakan lesi karies pada enamel yang masih 
bisa dipulihkan. (B) Tahap 3, daerah merah muda merupakan kerusakan 
gigi sampai pada ruang pulpa. (C) Kerusakan gigi yang sangat parah masuk 
dalam tahap 5, perlu dilakukan ekstraksi gigi. (D) Gigi yang mengalami 




















Saat diperiksakan ke dokter hewan, gigi anjing akan dilihat perubahan 
pada enamel yang mengalami hipokalsifikasi yang bisa meluas ke dentin, serta 
diuji stabilitas dentin. Dentin dengan suara keras menandakan gigi dalam keadaan 
baik atau karies gigi baru pada tahap 1, sedangkan bila dentin lembut maka karies 
gigi semakin parah. Jika lapisan dentin sudah terkena dan kurang stabilitas, maka 
perlu dieksplor kerusakan gigi secara menyeluruh. Diagnosa banding berupa 
fraktur mahkota, keausan, erosi dentin, pewarnaan ekstrinsik. Bila kondisi 
berkembang menjadi karies dan sudah merambat pada bagian bawah gusi ke 
dalam akar gigi, maka solusi yang ditawarkan adalah melakukan ekstraksi gigi 
(Hamilton et al., 2014).  
2.1.4 Pencegahan 
Kesehatan gigi anjing perlu diperhatikan oleh pemiliknya, dengan rutin 
menjaga kebersihan mulut, meliputi menyikat gigi (Gambar 2.4) dan membuatkan 
mainan untuk gigi agar sering mengunyah dan menguatkan. Pasta gigi yang 
digunakan mengandung fluoride agar enamel gigi lebih resisten terhadap 
perubahan pH mulut yang menyebabkan karies. Kemudian untuk pakan dilakukan 
diet proporsional seimbang karbohidrat, dan menjaga keseimbangan pH dalam 
mulut.  Lalu periksakan secara rutin ke dokter hewan untuk memantau ada atau 
tidaknya lesi baru tiap 6 bulan atau 1 tahun sekali (Hamilton et al., 2014). 
 





















Beberapa tahapan untuk pengobatan karies gigi, antara lain: 
a. Tahap 1 dan 2: Menghapus karies pada lapisan enamel dan dentin yang tidak 
mendukung (scalling), kemudian memulihkan mahkota gigi dengan amalgam 
(obat tradisional), terikat dengan restorasi komposit atau bisa dengan 
menyisipkan pergantian (Replacement). 
b. Tahap 3: Melakukan perawatan restoratif terlebih dahulu sebelum mengobati 
pulpa dan akar. 
c. Tahap 4 dan 5: Ekstraksi gigi menjadi satu-satunya pilihan pengobatan. 
Dalam lubang di atas permukaan gigi molar rahang atas (maxilla) diisi 
dengan pit dan fissure sealant (Gambar 2.5) untuk mencegah perkembangan 
karies.  
 
Gambar 2.5 Proses pemasangan pit dan fissure sealant (Hamilton et al., 2014). 
 
Penanganan kondisi karies gigi dalam tahap awal dilakukan dengan 
memberikan fluoride. Sedangkan bila sudah berkembang pada akar, maka 
biasanya dilakukan pemeriksaan kondisi gigi secara menyeluruh untuk 
memutuskan apakah perlu dilakukan restorasi (penambalan) pada daerah gusi. 




















untuk pasien dengan karies gigi yang sudah parah sampai akar. Dalam dunia 
kedokteran hewan, untuk melakukan restorasi atau ekstraksi, hewan terlebih 
dahulu di anastesi umum tidak seperti manusia. Pasien dengan resiko tinggi karies 
gigi perlu diaplikasikan pit dan fissura sealant untuk mencegah karies gigi terjadi 
lagi (Hamilton et al., 2014).  
 
2.2 Streptococcus mutans 
Streptococcus mutans  merupakan bakteri yang paling penting dalam 
proses terjadinya karies gigi. Bakteri ini termasuk dalam kelompok Streptococcus 
viridians yang merupakan anggota flora normal rongga mulut baik pada manusia 
maupun hewan coba yang memiliki sifat α-hemolitik dan komensal oportunistik.  
(Nomura et al., 2006). Bakteri ini pertama kali diisolasi dari plak gigi oleh Clark 
pada tahun 1924 yang memiliki kecenderungan berbentuk kokus dengan formasi 
rantai panjang apabila ditanam pada medium yang diperkaya seperti pada BHI 
(Brain Heart Infusion), dan bila ditanam pada media agar akan memperlihatkan 
rantai pendek dengan bentuk sel yang tidak beraturan (Grӧnroos et al., 1998).  
2.2.1 Morfologi dan Klasifikasi 
Streptococcus mutans merupakan bakteri gram positif (+), bersifat non 
motil (tidak bergerak), bakteri anaerob fakultatif, dan berdiameter 1-2 µm. 
Memiliki bentuk bulat atau bulat telur, tersusun seperti rantai dan tidak 
membentuk spora seperti ditunjukkan pada Gambar 2.6. Bakteri ini tumbuh secara 





















Gambar 2.6 Morfologi Streptococcus mutans (Maksum, 2009). 
 
Klasifikasi Streptococcus mutans  menurut Holt et al. (1998) adalah: 
 Kingdom  : Monera 
 Divisio : Firmicutes 
 Class : Bacili  
 Order : Lactobacilalles  
 Family : Streptococcaceae 
 Genus : Streptococcus 
 Species : Streptococcus mutans 
Streptococcus mutans bersifat asidogenik, yaitu menghasilkan asam 
asidurik yang mampu tinggal pada lingkungan asam, dan menghasilkan suatu 
polisakarida yang lengket disebut dengan dextran. Oleh karena kemampuannya 
ini, maka bakteri ini dapat menyebabkan lengket dan mendukung bakteri lain 
menuju ke email gigi dan melarutkannya (Jawetz et al., 2004).  
2.2.2 Faktor Virulensi 
Sifat virulensi melibatkan derajat patogenitas berupa kemampuan 




















bakteri dalam berinteraksi dengan hospes, faktor lain yang meningkatkan 
masuknya bakteri, kolonisasi dan pertumbuhan patogen pada hospes, serta 
kemampuan dalam melawan pertahanan dari hospes  untuk memperoleh nutrisi 
(Octiara dan Budiardjo, 2008). 
Faktor-faktor virulensi Streptococcus mutans menurut Octiara dan 
Budiardjo (2008) meliputi, kemampuan untuk memproduksi adhesin, enzim 
glukosiltransferase dan glucan-binding protein seperti yang dijelaskan berikut ini: 
a. Adesin 
Adesin memiliki banyak fungsi di antaranya yaitu menginisiasi perlekatkan 
Streptococcus mutans pada partikel di permukaan gigi melalui sel reseptor 
saliva dan berperan dalam koagregasi dengan bakteri lain.  
b. Enzim Glukosiltransferase(GTFs) 
Fungsi GTFs pada Streptococcus mutans yaitu mensintesa sukrosa menjadi 
adhesive glukan. Glukan ini merupakan perantara kuat melekatnya sel bakteri 
ke permukaan gigi dan juga perlekatan antara bakteri sendiri. Adanya glukan 
juga dapat memodulasi permeabilitas plak dengan meningkatkan jumlah 
produk asam pada permukaan gigi serta bertindak sebagai sumber energi bagi 
bakteri. 
c. Glucan-Binding Protein (GBP) 
Streptococcus mutans berinteraksi dengan glukan melalui Glucan-Binding 
Protein (Gbps). Streptococcus mutans memproduksi beberapa Glucan-
Binding Protein (Gbps) yaitu GbpA, GbpB, GbpC, dan GbpD. Gbps 




















yang dihasilkan oleh enzim GTFs. Peran Gbps dalam virulensi Streptococcus 
mutans diimplikasikan dalam bentuk kohesi pembentukan plak, dan atau 
perlekatan sel serta akumulasi Streptococcus mutans dalam plak. 
Berbagai faktor virulensi Streptococcus mutans memainkan peran 
penting dalam pembentukan karies. Bagaimanapun, faktor virulensi yang paling 
penting adalah sifat asidofilik Streptococcus mutans (Nishimura et al., 2012). 
2.2.3 Hubungan dengan Karies Gigi 
Streptococcus mutans memiliki sifat-sifat yang membedakannya dengan 
bakteri lainnya di dalam rongga mulut. Sehingga bakteri ini berperan paling 
dominan pada proses karies gigi, dan disebut sebagai bakteri spesifik. Sifat-sifat 
tersebut antara lain: 
a. Kemampuannya dalam membentuk asam, pada tingkatan pH tertentu, bakteri-
bakteri lainnya akan berhenti membentuk asam. Ini tidak terjadi pada 
Streptococcus mutans, sehingga bakteri ini bersifat sangat tahan asam.  
b. Kemampuan untuk membuat bahan cadangan makanan intraseluler yang 
serupa dengan glikogen. Sintesa dari polisakarida intraseluler ini terjadi bila 
ada gula dalam jumlah yang berlebihan. Apabila persediaan gula yang 
eksogen sudah habis terpakai, maka bakteri Streptococcus mutans akan 
memecah kembali polisakarida intraseluler yang sudah disimpannya. 
c. Kemampuan Streptococcus mutans untuk membuat polisakarida ekstraseluler 
dengan konsistensi seperti perekat. Sehingga bakteri ini dapat melekat dan 
bertahan meskipun ada daya pembersih dari lidah dan saliva, serta mendorong 




















Berdasarkan penelitian Konig and Hoogendom (1982), terhadap semua 
jenis bakteri yang ada pada plak, menunjukkan bahwa hanya Streptococcus 
mutans saja yang mempunyai korelasi positif dengan adanya karies di permukaan 
gigi. Hal ini berdasarkan atas fakta bahwa Streptococcus mutans stabil dalam 
jumlah besar, sangat diasosiasikan dengan pengembangan lesi karies pada email. 
Perbandingan dengan jenis bakteri oral lain yang diduga memiliki peran besar 
pada proses karies gigi, yaitu Lactobacillus asidofilus yang menunjukkan bahwa 
Lactobacillus terkadang tidak ditemukan pada plak di atas email yang sehat, 
sedang pada plak kariogenik jumlah Streptococcus mutans adalah seribu kali lebih 
banyak daripada jumlah Lactobacillus. Disamping itu, Streptococcus mutans 
memenuhi postulat Koch sebagai penyebab karies karena: 
a. Streptococcus mutans ditemukan dalam plak gigi karies dan biasanya tidak 
dapat diisolasi dari yang bebas karies. 
b. Organisme ini dapat tumbuh dalam kultur murni. 
c. Infeksi pada tikus bebas kuman atau hamster normal Streptococcus mutans 
berupa karies.  
d. Organisme karies tersebut dapat ditemukan kembali dari lesi karies dan 
tumbuh dalam kultur normal. 
e. Antibodi terhadap organisme ini meningkat pada penderita dengan karies 
(Nasution, 2006).   
Koloni Streptococcus mutans yang dilapisi glukan dapat menurunkan 
sifat saliva sebagai pelindung dan antibakteri pada plak gigi. Secara fisik plak 




















produk asam dengan konsentrasi yang tinggi pada permukaan email. Asam ini 
akan melepaskan ion hydrogen yang akan bereaksi dengan Kristal apatit, sehingga 
Kristal apatit menjadi tidak stabil. Selain itu akan terbentuk air dan fosfat yang 
larut, yang akhirnya akan menghancurkan membrane email. Dengan hancurnya 
membrane email, asam yang terbentuk akan berpenetrasi lebih jauh dan akan 
melarutkan Kristal apatit pada lapisan yang lebih dalam dan mengakibatkan 
dekalsifikasi dentin. Dekalsifikasi dentin akan menimbulkan karies gigi berupa 
lubang yang menjadi tempat tersangkutnya sisa-sisa makanan. Bila hal ini 
dibiarkan terus-menerus terulang, maka akan terjadi efek saling menguatkan 
(Nasution, 2006).     
 
2.3 Kefir Susu Kuda Sumbawa 
2.3.1 Susu Kuda Sumbawa 
Susu adalah salah satu diantara hasil produksi peternakan yang penting 
dan mempunyai nilai gizi yang tinggi (Yuniati dan Sahara, 2012). Biasanya susu 
yang dikonsumsi atau produk susu yang dipasarkan berasal dari susu sapi, karena 
memang produksinya lebih besar dibanding ternak lain seperti kambing dan kuda. 
Susu kuda sebenarnya mengandung nilai gizi mendekati ASI (air susu ibu), tetapi 
pada umumnya masyarakat di Indonesia belum mengetahuinya. Susu kuda 
dipercaya memiliki banyak manfaat, dianggap sebagai agen kuratif terhadap 
penyakit metabolik dan alergi. Kelebihan susu kuda dibanding susu sapi adalah 
lebih mudah dicerna, karena kandungan protein kaseinnya lebih rendah yakni 




















yang rendah ini membentuk gumpalan yang lunak di saluran pencernaan. Susu 
kuda jarang menimbulkan alergi, dan akhir-akhir ini banyak digunakan sebagai 
pengobatan alternatif yang tersedia di toko-toko makanan kesehatan (Nurliyani, 
dkk. 2005). Susu kuda dapat digunakan sebagai penunjang kekebalan tubuh 
karena adanya kandungan vitamin, salah satunya vitamin C sebesar 8,65 mg/ 100 
ml yang lebih tinggi apabila dibandingkan dengan susu sapi dengan kandungan 
vitamin C sebesar 2 mg/ 100 ml, serta mineral dan kandungan bioaktif susu yaitu 
immunoglobin dan galactoferin (Yuniati dan Sahara, 2012). 
Susu kuda mengalami fermentasi alamiah (auto fementasi) yang 
memberikan dampak menyehatkan sama seperti yogurt, ataupun susu sapi 
terfermentasi. Kandungan laktosa paling tinggi adalaha 6,2 gr/ 100 gr susu kuda, 
sedangkan susu sapi hanya mencapai kadar 4,7 gr/ 100 gr susu. Kandungan 
laktosa yang tinggi menyebabkan susu kuda Sumbawa terfermentasi memiliki pH 
yang sangat rendah yaitu berkisar antara 3-4 yang diakibatkan oleh fermentasi 
BAL dan khamir (yeast) pada suhu tropis Indonesia. Selain itu kandungan protein 
susu kuda paling rendah (1,9 gr/100 gr), dimana susu sapi mengandung 3,9 
gr/200gr (Sujaya dkk., 2008).    
Bioaktif protein susu kuda mengandung zat bioaktif dengan berat 
molekul yang rendah yaitu antara 14.400 kD (Lisosim) dan 21.000 kD (Inhibitor 
tripsin). Lisozim memiliki aktifitas anti mikroba. Enzim ini berfungsi dalam 
kaitannya dengan galaktoferin dan immunoglobin A (Ig A). Kemampuan lisozim 
dalam membatasi migrasi neutrofil ke jaringan yang rusak memberikan 




















radang). Keunggulan lain dari susu kuda adalah terdapat aktivitas anti mikroba 
yang sangat kuat, hal tersebut tidak ditemukan pada susu sapi (Nurliyani, 2003). 
Susu kuda Sumbawa yang dikenal luas di masyarakat sebagai susu kuda 
liar merupakan susu hasil perahan kuda yang dilepas di padang rumput di 
beberapa tempat, seperti di Kabupaten Bima, Dompu dan Sumbawa Provinsi Nusa 
Tenggara Barat. Sejak tahun 1980, susu kuda Sumbawa banyak diklaim dapat 
memberikan dampak menguntungkan terhadap kesehatan seperti membantu 
proses penyembuhan berbagai penyakit infeksi seperti bronchitis, paru-paru 
basah, tifus, menurunkan kolesterol, dan diabetes melitus (Sujaya dkk., 2012). 
Menurut Hermawati dkk. (2004), bahwa susu kuda Sumbawa mempuyai aktivitas 
antimikroba yang kuat, yang tidak dapat ditemukan pada susu kuda bukan 
Sumbawa dan susu sapi yang diuraikan seperti pada Tabel 2.1. Selain itu, susu 
kuda Sumbawa mempunyai aktivitas antimikroba dengan spectrum luas termasuk 
terhadap 9 jenis bakteri (Shigella bodyii, Salmonella typhymurium, 
Staphylococcus aureus, Vibrio cholera, Bacillus cereus, Pseudomonas 
aeruginosa, E. coli, Bacillus subtills, Mikrococcus leteus), baik gram positif 
maupun gram negatif, berspora maupun non spora yang dilihat pada Tabel 2.2. 
Selain itu, menurut Widiada dkk. (2006) yang telah melakukan eskplorasi bakteri 
asam laktat yang terlibat dalam proses fermentasi susu kuda Sumbawa selama 
penyimpanan pada suhu ruang, spesies bakteri asam laktat yang dapat tumbuh 
yaitu Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus delbrueckii 
subsp. Delbrueckii, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus salivarius dan 




















Tabel 2.1 Aktivitas Antimikroba Susu Kuda Sumbawa, Susu Kuda Bukan 
Sumbawa dan Susu Sapi  
 
Keterangan: Aktivitas antimikroba menggunakan bakteri uji Mikrococcus luteus 
ATCC 9341. *) Persilangan antara Kuda Betina Sumba dan Kuda Jantan 
Thoroughberd (Sumber: Hermawati dkk., 2004).  
 
Tabel 2.2 Uji Sensitivitas Antimikroba Terhadap Berbagai Bakteri Patogen dan 
Perusak Pangan 
 
(Sumber: Hermawari dkk., 2004) 
2.3.2 Kefir 
Susu fermentasi yang sering kita jumpai di lingkungan masyarakat adalah 
yoghurt dan kefir. Kedua jenis susu fermentasi ini memiliki karakteristik yang 
berbeda, proses pembuatan dan starter yang digunakan pun berbeda. Pembuatan 
yoghurt dilakukan melewati proses pemanasan pada suhu 82-85oC selama 30 
menit dan ditambahkan starter Streptococcus thermophillus dan Lactobacillus 




















dengan proses pembuatan kefir di atas menunjukkan bahwa yoghurt yang dibuat 
dari susu kuda mempunyai kandungan laktosa yang relative masih tinggi, asam 
laktat yang rendah, dan pH berkisar antara 4,7 – 5. Penurunan kadar laktosa yang 
relatif kecil pada yoghurt susu kuda disebabkan starter yoghurt yang ditumbuhkan 
pada susu kuda kurang optimum pertumbuhannya untuk memetabolisme laktosa 
menjadi asam laktat, karena di dalam susu kuda mengandung lisozim yang tinggi 
dibanding susu dari hewan ternak yang lain (sapi, domba dan kambing). 
Disamping itu laktoferin susu kuda juga lebih tinggi yang berperan sebagai 
antimikroba dan antiviral. Penelitian sebelumnya juga menunjukkan bahwa suhu 
optimum untuk pemanasan susu kuda adalah 60oC, dan apabila dipanaskan 
dengan di atas suhu tersebut akan menyebabkan dinding bakteri non-pathogen 
yang terkandung dalam susu kuda mengalami kerusakan.  
Kefir adalah produk susu yang difermentasikan dengan menggunakan 
bakteri asam laktat seperti Lactobacillus lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. 
bulgaricus bersama ragi dan menghasilkan asam dan alkohol. Pada tahap akhir 
proses dilakukan pematangan dalam kemasan tertutup agar terbentuk karbonat. 
Bakteri yang dominan pada kefir adalah dari golongan Lactobacillus (Surono, 
2004). Kefir melalui proses fermentasi susu menggunakan starter berupa butir 
atau biji kefir (kefir grain/kefir granule), yaitu butiran-butiran putih atau krem 
dari kumpulan bakteri asam laktat, salah satunya Lactobacilli dan beberapa jenis 
ragi/khamir nonpatogen. Kefir dinyatakan sebagai probiotik alami dan bakteri di 
dalam kefir grain yang teridentifikasi berupa: Lactobacillus lactis subsp. Lactis, 




















Pseudoplantarum, dan L. brevis, sedangkan ragi yang teridentifikasi yaitu 
Kluyveromyces marxianus var. lactis, Saccharomyces cerevisiae, Candida 
inconspicua dan Candida maris (Nurliyani dkk., 2014). Bakteri berperan 
menghasilkan asam laktat yang dapat menghambat bakteri pathogen dan 
komponen flavor, sedangkan ragi menghasilkan gas asam arang atau karbon 
dioksida (CO2), diasetil, asetaldehida dan hydrogen peroksida, sedikit alkohol 
serta bakteriosin sebagai suatu senyawa protein yang menunjukkan aktivitas 
antibakteri terhadap bakteri sejenis (Surono, 2004).  
Kandungan zat gizi kefir hampir sama dengan susu yang digunakan 
sebagai bahan kefir namun memiliki berbagai kelebihan bila dibandingkan dengan 
susu segar. Kelebihan tersebut yaitu adanya 1) asam yang terbentuk dapat 
memperpanjang masa simpan, mencegah pertumbuhan  mikroorganisme 
pembusuk sehingga mencegah pertumbuhan  mikroorganisme patogen dan 
meningkatkan ketersediaan vitamineral (B2, B12, asam folat, fosfor dan kalsium) 
yang baik untuk tubuh; 3) mengandung mineral dan asam amino esensial 
(tryptopan) yang berfungsi sebagai unsur pembangun, pemelihara, dan 
memperbaiki sel yang rusak, 4) fosfor dari kefir membantu karbohidrat, lemak 
dan protein dalam pembentukan sel serta untuk menghasilkan tenaga; 5) 
mengandung kalsium (Ca) dan magnesium (Mg) serta Chromium (Cr) sebagai 
unsur mineral mikro esensial (Surono, 2004). 
Kefir susu kuda Sumbawa merupakan salah satu minuman probiotik yang 
banyak manfaatnya bagi tubuh. Probiotik juga bertindak sebagai imunostimulator. 




















probiotik yang mengandung bakteri asam laktat terbukti mencegah terjadinya 
kanker pada hewan percobaan (Kusumawati dkk., 2008). Probiotik menghambat 
bakteri patogen secara spesifik dengan cara: menghambat adesi, kolonisasi dan 
formasi biofilm, serta menghambat pertumbuhan bakteri patogen dari berbagai 
substansi. Strategi pengobatan agen probiotik juga mempunyai efek pada respon 
imun host, yaitu: (a) Menghambat kolonisasi dan reduksi asosiasi molekul, (b) 
Induksi ekspresi dari sitoprotektif protein pada permukaan sel host, (c) Induksi 
jalur modulator proinflamasi dari bakteri pathogen, (d) Mencegah induksi sitokin 
apoptosis, dan (e) Menstimulasi respon sistem imun host (Gupta dan Gupta, 
2010). 
Mekanisme kerja mikroba probiotik dapat menghasilkan bahan 
antimikroba (bakteriosin) yang dapat menghambat pertumbuhan mikroba lain 
yang tidak menguntungkan. Selain itu pemberian probiotik juga dapat 
meningkatkan fagositosis makrofag. Makrofag sangat berperan dalam sistem 
imun, terutama pada reaksi-reaksi inflamasi dan infeksi. Peranan tersebut 
ditunjang oleh kemampuan makrofag mempresentasikan antigen, fagositosis 
bakteri-bakteri patogen, melepaskan enzim-enzim proteolitik, radikal-radikal 
oksigen, dan sekresi sitokin (Winarsih dkk., 2007). 
Berdasarkan rincian penjelasan di atas tentang manfaat susu kuda 
Sumbawa dan kefir bagi kesehatan, diharapkan dengan pembuatan kefir susu kuda 






















2.4 Respon Imun Oral (Sitokin) 
  Pada reaksi imunologik atau reaksi inflamasi banyak substansi berupa 
hormon dan faktor petumbuhan yang dilepaskan oleh limfosit T dan B maupun 
oleh sel-sel lain, yang berfungsi sebagai sinyal interselular yang mengatur 
aktivitas sel yang terlibat dalam respon imun dan respon inflamasi lokal maupun 
sistemik terhadap rangsangan dari luar. Sekresi substansi itu dibatasi sesuai 
kebutuhan (self-limitting), substansi-substansi tersebut secara umum dikenal 
dengan nama sitokin (cytokine). Sitokin adalah polipeptida yang diproduksi 
sebagai respons terhadap mikroba dan antigen lain yang memperantarai dan 
mengatur reaksi imunologik dan reaksi inflamasi (Kresno, 2013). 
Sitokin berperan dalam imunitas spesifik, dan mengawali, mempengaruhi 
serta meningkatkan respon imum nonspesifik. Pada imunitas nonspesifik, sitokin 
diproduksi makrofag dan sel NK yang berperan pada inflamasi dini, merangsang 
proliferasi, diferensiasi dan aktivasi sel efektor khusus seperti makrofag. Pada 
imunitas spesifik sitokin yang diproduksi sel T mengaktifkan sel-sel imun spesifik 
(Baratawidjaja dan Rengganis, 2010). Efek biologis sitokin timbul setelah diikat 
oleh reseptor spesifiknya yang diekspresikan pada membran sel organ sasaran. 
Pada saat fagositosis, bakteri dikenali dan diikat dengan reseptor sel fagosit, 
kemudian ditelan. Pada saat bersamaan, reseptor mengirimkan sinyal untuk 
mengaktifkan enzim-enzim yang terdapat di fagolisosom yang berperan untuk 
membunuh bakteri tersebut. Sitokin disintesis oleh sebagian besar sel hospes 
dalam menanggapi bakteri dan produknya. Bakteri endotoksin eksopolisakarida 




















inflamasi dan juga inhibitor mereka. Berbagai kelompok sitokin salah satunya 
adalah IL (interleukin) dan TNF (Tumor Necrosis Factor). Adapun berdasarkan 
sifatnya, sitokin pro-inflamasi (TNF-α) muncul ketika terjadi peradangan, 
sedangkan ekspresi gen ditekan oleh sitokin anti-inflamasi (IL-10) (Handajani, 
2006).     
2.4.1 Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-α) 
TNF merupakan mediator utama pada respon inflamasi akut terhadap 
bakteri gram negatif, dan berperan dalam respon imun bawaan terhadap berbagai 
mikroorganisme penyebab infeksi yang lain, serta bertanggung jawab atas banyak 
komplikasi sistemik yang disebabkan infeksi berat. Ada dua bentuk TNF, yaitu 
TNF-α dan TNF-β. TNF-α diproduksi oleh berbagai jenis sel termasuk makrofag, 
sel T, B, NK, astrosit dan Kupfer. Pembentukan terjadi sebagai respon terhadap 
rangsangan bakteri, virus dan sitokin (GM-CSF, IL-1, IL-2, IFN-γ), serta 
kompleks imun (Kresno, 2013). Pada kadar rendah, TNF bekerja terhadap 
leukosit dan endotel, menginduksi inflamasi akut. Pada kadar sedang, TNF 
berperan dalam inflamasi sistemik. Pada kadar tinggi, TNF menimbulkan kelainan 
patologik syok septik (Baratawidjaja dan Rengganis, 2010).   
2.4.2 Interleukin 10 
IL-10 merupakan inhibitor makrofag dan sel dendritik yang berperan 
dalam mengontrol reaksi imun nonspesifik dan imun selular. IL-10 diproduksi 
terutama oleh makrofag yang diaktifkan. Hal tersebut merupakan contoh dari 
regulator feedback negatif (Baratawidjaja dan Rengganis, 2010). Dua fungsi 




















1, chemokine, dan IL-12, serta menghambat fungsi makrofag dan sel dendritik 
dalam membantu aktivasi sel T, sehingga bersifat imunosupresi. Hambatan fungsi 
makrofag terjadi karena IL-10 menekan ekspresi molekul MHC kelas II pada 
makrofag, dan mengurangi ekspresi ko-stimulator. Dampak akhir dari aktivitas 
IL-10 adalah hambatan reaksi inflamasi nonspesifik maupun spesifik yang 
diperantarai sel T, karena itu IL-10 juga disebut cytokine synthesis inhibitory 
factor dan sitokin anti-inflamasi (Kresno, 2013).     
2.4.3 Imunostimulator 
Pada keadaan normal, paparan mikroorganisme patogen terhadap tubuh 
seperti S. mutans dapat dilawan oleh sistem pertahanan tubuh (sistem imun). Hal 
ini berhubungan dengan peran yang ditunjukkan oleh fungsi dan jumlah sel imun. 
Namun,pada saat fungsi dan jumlah sel imun kurang memdai, paparan 
mikroorganisme patogen dapat menimbulkan berbagai penyakit terutama terkait 
dengan penyakit infeksi seperti karies gigi. Oleh karena itu, upaya dalam 
mempertahankan sistem imun tetap maksimal menjadi sangat penting sehingga 
mampu menghadai serangan zat asing seperti mikroorganisme patogen. Salah 
satunya adalah dengan pemberian imunomodulator, terutama zat yang 
meningkatkan sistem imun atau imunostimulator (Tjay dkk., 2007). 
Imunomodulator adalah obat yang dapat mengembalikan dan memperbaiki sistem 
imun yang fungsinya terganggu atau untuk menekan yang fungsinya berlebihan, 
sedangkan imunostimulator adalah senyawa yang dapat meningkatkan respon 




















seperti meningkatkan jumlah dan aktivasi sel T, NK-cells  dan makrofag serta 
melepaskan interferon dan interleukin (Handayani, 2010). 
 
2.5 Glandula Saliva 
Saliva (air liur) adalah gabungan dari berbagai macam cairan dan 
komponen yang diekskresikan ke dalam rongga mulut. memiliki peranan penting 
dalam homeostasis antara lain mempengaruhi higiene mulut dan memulai 
pencernaan karbohidrat. Peran lainnya adalah sebagai antibakteri karena 
mengandung lizozim, IgA, peroxidase, dan sebagai pembasah mukosa mulut, 
bufer, dan mengandung enzim-enzim pencernaan seperti amilase dan lipase. Pada 
tubuh, saliva diproduksi oleh glandula (kelenjar) saliva. Sebagian besar hewan 
memiliki kelenjar saliva    
Kelenjar saliva adalah suatu kelenjar eksokrin yang berperan penting 
dalam mempertahankan kesehatan jaringan mulut. Kelenjar saliva merupakan 
organ yang terbentuk dari sel-sel khusus yang mensekresi saliva ke dalam rongga 
mulut yang bermanfaat untuk membantu pencernaan, mencegah mukosa dari 
kekeringan, memberikan perlindungan pada gigi terhadap karies serta 
mempertahankan hemeostasis (Tamin dan Yassi, 2010). Kelenjar saliva dibagi 
menjadi 2 kelompok, yakni mayor dan minor. Kelenjar saliva mayor dan minor 
menghasilkan saliva yang berbeda-beda menurut rangsangan yang diterimanya. 
Rangsangan ini dapat berupa rangsangan mekanis (mastikasi), kimiawi (manis, 




















(Capaccio et al., 2002). Adapun anatomi kelenjar saliva yang berkaitan dengan 
fisiologi saliva seperti pada Gambar  2.7. 
 
Gambar 2.7 Anatomi kelenjar ludah pada Anjing. (1) kelenjar parotis, (2) kelenjar 
mandibulari, (3) limfonodus parotis, (4) kelenjar sublingualis, (5) 
kelenjar palatinus, (6) kelenjar zigomatikus, dan (8) kelenjar lakrimalis 
(Depamede dkk., 2014). 
Saliva atau air liur adalah cairan biologis yang kompleks dan unik, 
disekresikan ke dalam rongga mulut oleh kelenjar-kelenjar ludah seperti pada 
gambar 2.7.  Saliva mempunyai peranan penting dalam melindungi gigi dari 
karies. Sekresi saliva akan membasahi gigi dan mukosa mulut sehingga gigi dan 
mukosa tidak menjadi kering. Saliva membersihkan rongga mulut dari debris-
debris makanan sehingga bakteri tidak dapat tumbuh dan berkembang biak. 
Antibodi saliva mampu mengaglutinasi bakteri Streptococcus mutans sehingga 
jumlahnya dalam rongga mulut berkurang dan akhirnya akan mengurangi jumlah 
karies. Menurunnya pH saliva (asam) dan jumlah saliva yang kurang 
menunjukkan resiko terjadinya karies yang tinggi (Tamin dan Yassi, 2010). 
 
2.6 Hewan Coba Mencit (Mus musculus) 
Hewan percobaan adalah setiap hewan yang digunakan pada sebuah 




















dasar yang diperlukan dalam penelitian tersebut. Hewan percobaan yang 
dipelihara untuk tujuan penelitian, umumnya berada dalam suatu lingkungan yang 
sempit dan terawasi. Hewan percobaan ditempatkan dalam kandang-kandang yang 
disusun pada rak-rak didalam suatu ruangan khusus. Kandang harus dirancang 
untuk dapat memberikan kenyamanan dan kesejahteraan bagi hewan tersebut 
(Kurnianto dkk., 2001). 
 Mencit merupakan hewan percobaan yang dapat sering digunakan dalam 
penelitian in vivo. Tetapi karena hewan ini paling kecil di antara berbagai jenis 
hewan percobaan dan karena amat banyak galurnya, sehingga hewan ini disebut 
mencit, dapat dilihat pada Gambar 2.8. Mencit liar atau mencit rumah adalah 
hewan semarga dengan mencit laboratorium. Semua galur mencit laboratorium 
yang ada pada saat  ini merupakan turunan dari mencit liar sesudah melalui 
peternakan selektif  (Akbar, 2010). Adapaun taksonomi mencit sebagai berikut: 
Kingdom : Animalia 
Filum  : Chordata 
Kelas  : Mamalia 
Ordo  : Rodentia 
Famili  : Muridae 
Genus  : Mus 
Spesies : Mus musculus 
Mencit laboratorium mempunyai berat badan yang hampir sama dengan 
mencit liar, yaitu 18-20 gram pada umur 4 minggu dan 30-40 gram pada umur 6 




















sekarang ada berbagai warna dan timbul banyak galur dengan berat badan 
berbeda-beda, contohnya mencit galur balb/c betina umur 2 bulan memiliki berat 
badan 20-30 gram. Mencit laboratorium dapat diletakkan dalam kandang kotak 
dengan berbagai bahan seperti plastik, alumunium, atau baja tahan karat (Akbar, 
2010). 
 





Gambar 2.9 Anatomi makroskopis glandula saliva mencit. (a) Sebelum, (b,c) sesudah 
di incisi dan dihilangkan jaringan lemak. (P) glandula parotis, (SM) 
glandula submandibularis, dan (SL) glandula sublingualis (Sumber: 
Amano et al., 2012) 
 
Mencit merupakan golongan hewan mamalia yang memiliki kemampuan 
berkembangbiak yang sangat tinggi, mudah dipelihara dan menunjukkan reaksi 
yang cepat terlihat jika digunakan sebagai objek penelitian. Berdasarkan studi 
sebelumnya, genetik dapat mempengaruhi tingkat kejadian karies sebesar 40% 
yang disesuaikan dengan umur dan jenis kelamin (Walter et al., 2003). Menurut 
Suzuki et al. (1998), hasil penelitiannya menunjukkan bahwa mencit strain 





















BAB 3 KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN 
 
3.1 Kerangka Konseptual 


















Gambar 3. Kerangka Konsep Penelitian 
Keterangan gambar: 
  Variabel bebas  Pengaruh infeksi S. mutans 
Variabel tergantung  Pengaruh pemberian kefir susu kuda 
Variabel kendali   
Kefir Susu Kuda 
CEP ↑↓ 
Sukrosa S. mutans ↑↓ 
 Galaktoferin 
 Grain kefir (BAL) 
 Vitamin 
 Mineral (Ca danP) 
 
Mencit 





Plak gigi dan demineralisasi ↑↓ 
(TNF-) ↓↑ 
Inflamasi 
(Neutrofil/ Gr-1) ↓↑ 
Sitokin ↑↓ 
Karies gigi 





Apoptosis sel T ↑ 
Aktivasi sel 






















Kefir susu kuda Sumbawa merupakan minuman probiotik yang 
mengandung galaktoferin, vitamin, mineral, dan gran kefir (BAL). Galaktoferin 
merupakan protein pada susu yang bersifat bakteriostatik dan bakteriosidal 
terhadap mikroorganisme patogen seperi S. mutans dengan cara mengikat ion Fe3+ 
yang dibutuhkan untuk pertumbuhan mikroorganisme. Sedangkan vitamin dan 
mineral dapat berfungsi untuk remineralisasi gigi. Grain kefir dari bakteri asam 
laktat seperti Lactobacillus sp. merupakan produk probiotik yang memiliki sifat 
tahan asam dan pH tinggi maupun rendah yang dapat berfungsi sebagai 
immunostimulator, serta bakteriosin yang berfungsi sebagain antibakteri. 
Berdasarkan kandungan tersebut, kefir susu kuda Sumbawa dapat menghambat 
kolonisasi bakteri S. mutans dan reduksi asosiasi molekul, induksi jalur stimulasi 
pro-inflamasi dari bakteri S. mutans, mencegah induksi sitokin apoptosis, serta 
menstimulasi respon sistem imun hospes. Mekanisme kerja dari probiotik 
terhadap gigi yaitu melindungi lapisan permukaan gigi dan akibatnya bakteri tidak 
mampu untuk melekat dan berkolonisasi di permukaan gigi. Bakteri asam laktat 
merupakan substansi yang dapat meningkatkan sel granulosit dan menurunkan 
produksi sel T Limfosit.  
Proses terjadinya karies gigi disebabkan oleh adanya interaksi antara gigi 
(hospes), mikroorganisme, makanan kariogenik, dan waktu. Makanan kariogenik 
seperti sukrosa sangat efektif menimbulkan karies karena akan menyebabkan pH 
saliva turun drastis menjadi 5,5 atau kurang (asam), dan memudahkan terjadinya 
demineralisasi. Streptococcus mutans memproduksi adhesin yang menginisiasi 




















menghasilkan enzim glukosiltransferase (GTFs) yang bersama dengan sukrosa 
menjadi adhesive glukan. Glukan ini merupakan perantara kuat melekatnya 
bakteri ke permukaan gigi dan memodulasi permeabilitas plak dengan 
meningkatkan jumlah produksi asam. S. mutans juga menghasilkan EPS 
(Eksopolisakarida) yang membantu bakteri membentuk biofilm serta CEP (Crude 
Extracelluler Product) suatu substansi yang memiliki efek menghambat sistem 
imun dengan mengaktifkan sel T suppressor. EPS, CEP, dan asam yang 
meningkat akibat perlekatan S. mutans dan sukrosa inilah yang menyebabkan 
agregasi sel, terbentuk plak, demineralisasi dan kavitas pada permukaan gigi. Hal 
ini apabila semakin lama dibiarkan akan menyebabkan kerusakan jaringan gigi, 
dan hydrogen peroksida yang dihasilkan S. mutans menyebabkan membran sel 
neutrofil (Gr-1) dan makrofag mengalami apoptosis. Membran sel neutrofil dan 
sel makrofag yang mengalami apoptosis akan menyebabkan bakteri berkembang 
dan menginfeksi lebih banyak sehingga sitokin pro-inflamasi seperti TNF-α akan 
menurun produksinya. Pada tahap awal inflamasi, terjadi proses fagositosis yang 
melibatkan oksigen sehingga terbentuk radikal bebas untuk membunuh 
mikroorganisme. Selanjutnya terjadi tahap remodelling yang dilakukan oleh 
Growth Factor dan MMP. Tetapi apabila infeksi semakin parah, maka kerusakan 
jaringan semakin tinggi dan akan menginduksi sitokin lanjutan. Sitokin sebagai 
sel imun lanjutan yang terekspresi dihasilkan oleh berbagai sel, salah satunya sel 
T Limfosit. Sel T terdiri dari sel T CD4+ dan sel T CD8+, sel T CD4+ sendiri 
terdiri dari Th1 dan Th2. Sifat imunosupresan dari S. mutans menyebabkan 




















inflamasi yang dihasilkan oleh sel T CD4+ Th1 dan sel T CD8+ (seperti TNF-α, 
IFN-γ, dan IL-6). Sebaliknya, S. mutans meningkatkan produksi sitokin anti-
inflamasi dari Th2 seperti IL-10. IL-10 yang aktif berfungsi menghambat aktivasi 
makrofag untuk menghasilkan mediasi inflamasi seperti IL-1, IL-6, IL-12, dan 
TNF. Keadaan ini bila dibiarkan dalam waktu tertentu, akan menyebabkan 
terjadinya karies gigi. Karies gigi secara bertahap akan merusak jaringan pada gigi 
baik enamel, dentin, sementum atau sampai ke pulpa. Apabila sudah sampai ke 
pulpa menjadi pulpitis, maka kemungkinan besar bisa menyerang syaraf gigi dan 
penyakit bersifat sistemik. 
Pemberian kefir susu kuda Sumbawa diharapkan dapat meningkatkan sel 
imun dalam tubuh sehingga ketika bakteri Streptococcus mutans masuk ke dalam 
tubuh beserta faktor pendukung lainnya, mampu melawan dan mengurangi 
terjadinya kerusakan jaringan dengan mempertahankan produksi sitokin pro-
inflamasi yang tinggi dan menurunkan produksi sitokin anti-inflamasi. 
 
3.2 Hipotesis Penelitian 
Berdasarkan kerangka konsep yang telah dijelaskan, maka hipotesis pada 
penelitian ini adalah sebagai berikut: Pemberian kefir susu kuda Sumbawa 
memiliki efek preventif yang ditandai dengan peningkatan produksi TNF- - Gr1 






















BAB 4 METODE PENELITIAN  
 
4.1 Tempat dan Waktu Penelitian 
Tahapan penelitian dilaksanakan di beberapa laboratorium, antara lain: 
pembuatan kefir susu kuda Sumbawa di Laboratorium Mikrobiologi FKH 
Universitas Brawijaya, kultur bakteri Streptococcus mutans di Laboratorium 
Mikrobiologi FK Universitas Brawijaya, pemberian perlakuan pada hewan coba 
di Klinik FKH Universitas Brawijaya, pengambilan sampel glandula saliva hewan 
coba di Laboratorium Anatomi Veteriner FKH Universitas Brawijaya,  serta uji 
produksi TNF-α – Gr1 dan IL-10 – T CD4 menggunakan metode flowcytometry 
(FACS) di Laboratorium Fisiologi Hewan FMIPA Universitas Brawijaya. 
Penelitian berlangsung selama ± 4 bulan pada bulan Agustus hingga November 
2015.  
 
4.2 Alat dan Bahan 
Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini, antara lain: kandang 
mencit, tempat pakan dan minum mencit, mikropipet, pipet tetes, yellow tip, blue 
tip, spuit 1 cc, spuit 3 cc, apendorf, cawan petri, tabung sentrifuse, sentrifuse, box 
ice dan dry ice, incubator, beaker glass 500 ml, glove, masker, pinset anatomis, 
gunting tajam-tumpul, haemocytometer, mikroskop cahaya, FCM tube, Becton-





















Bahan yang digunakan dalam penelitian ini, antara lain: mencit (Mus 
musculus) strain Balb/c jantan berumur 1,5 bulan (lepas sapih), pakan pellet, air 
mineral, sekam, suspensi Mc. Farland Streptococcus mutans, susu kuda Sumbawa, 
starter kefir, alkohol 70%, aquades, PBS (Phosphate Buffer Saline), ampicillin, 
larutan sukrosa 5%, Media BHIB, media TYC, evan blue, cytofix buffer, 
washperm buffer, dan desinfektan.  
 
4.3 Sampel Penelitian 
Kriteria hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit 
(Mus musculus) strain Balb/c, jantan, berumur ±1,5 bulan (lepas sapih), dengan 
rata-rata bobot badan 20-30 gram yang telah mendapatkan sertifikat laik etik No. 
423-KEP-UB dari Komisi Etik Penelitian Universitas Brawijaya. Banyaknya 
pengulangan yang diperlukan dalam penelitian dihitung dengan menggunakan 
rumus (Kusriningrum, 2008) sebagai berikut:  
p (n-1) ≥ 15 
5 (n-1) ≥ 15 
5n – 5 ≥ 15   Keterangan: 
5n ≥ 20   p = jumlah kelompok perlakuan 
n ≥ 4    n = jumlah minimal ulangan yang diperlukan 
Berdasarkan hasil perhitungan di atas, maka untuk 5 kelompok perlakuan 
diperlukan jumlah ulangan paling sedikit 4 dalam setiap perlakuan, sehingga 
jumlah mencit yang digunakan adalah 20 ekor. Kelompok perlakuan terdiri dari 




















2 (P2), dan perlakuan dosis 3 (P3). Hewan coba belum pernah digunakan dalam 
penelitian sebelumnya dan dalam kondisi sehat yang dapat diamati secara fisik 
seperti tidak cacat, mata bersinar, rambut mengkilap, aktivitas lincah, dan nafsu 
makan minum yang baik.  
4.3.1 Penetapan Dosis Kefir Susu Kuda Sumbawa 
Penetapan dosis kefir susu kuda Sumbawa yang digunakan merupakan 
hasil modifikasi dari penelitian sebelumnya yang menggunakan kefir susu kuda 
untuk terapi pada manusia dengan dosis 100ml/ hari (Ghasempour et al., 2014). 
Dosis tersebut kemudian dikonversikan pada bobot badan mencit menggunakan 
metode dari Sugiharti dan Kartini (2007), menjadi 0,25 ml. Dalam penelitian ini 
digunakan dosis kefir susu kuda Sumbawa dengan kelipatan 2 dari dosis hasil 
perhitungan, sehingga didapatkan tingkatan dosis sebagai berikut: 0,1 ml, 0,25 ml, 
dan 0,5 ml per ekor mencit tiap 1 hari.  
 
4.4 Rancangan Penelitian 
Penelitian ini bersifat eksperimental post test only control design dengan 
analisis secara statistik menggunakan model Rancangan Acak Lengkap (RAL). 
Jumlah sampel yang tersedia dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan dimana 
masing-masing kelompok perlakuan mendapat pengulangan sebanyak 4 kali. 
Kelompok perlakuan 1 adalah mencit sehat tanpa perlakuan (kontrol negatif), 
kelompok perlakuan 2 adalah mencit yang diinfeksi dengan Streptococcus mutans 
dan ditambah sukrosa 5% (kontrol positif), serta kelompok perlakuan 3-5 adalah 




















ml, 0,25 ml, 0,5 ml yang diinfeksi Streptococcus mutans dan ditambah sukrosa 
5%. Adapun rincian pembagian kelompok perlakuan penelitian sebagai berikut: 
Tabel 4.1 Rancangan penelitian 
No. Kelompok Perlakuan 
1 
Kontrol negatif  
(K-) 
 Diberi ampicillin selama 3 hari berturut-turut. 
 Diberi pakan dan minum tanpa penambahan 




 Diberi ampicillin selama 3 hari berturut-turut. 
 Induksi bakteri Streptococcus mutans 4 x 109 
CFU/ml per ekor mencit selama 5 hari pada 
permukaan gigi dan rongga mulut. 
 Diberi pakan dan minum yang ditambah sukrosa 
5% selama 14 hari. 
3 Dosis 0,1 ml (P1) 
 Diberi ampicillin selama 3 hari berturut-turut. 
 Diberi kefir susu kuda Sumbawa 0,1 ml/ hari 
setiap ekor mencit selama 14 hari dengan di swab 
di permukaan gigi dan rongga mulut. 
 Induksi bakteri Streptococcus mutans 4 x 109 
CFU/ml per ekor mencit selama 5 hari pada 
permukaan gigi dan rongga mulut. 
 Diberi pakan dan minum yang ditambah sukrosa 
5% selama 14 hari. 
4 Dosis 0,25 ml (P2) 
 Diberi ampicillin selama 3 hari berturut-turut. 
 Diberi kefir susu kuda Sumbawa 0,25 ml/ hari 
setiap ekor mencit selama 14 hari dengan di swab 
di permukaan gigi dan rongga mulut. 
 Induksi bakteri Streptococcus mutans 4 x 109 
CFU/ml per ekor mencit selama 5 hari pada 
permukaan gigi dan rongga mulut. 
 Diberi pakan dan minum yang ditambah sukrosa 
5% selama 14 hari. 
5 Dosis 0,5 ml (P3) 
 Diberi ampicillin selama 3 hari berturut-turut. 
 Diberi kefir susu kuda Sumbawa 0,5 ml/ hari 
setiap ekor mencit selama 14 hari dengan di swab 
di permukaan gigi dan rongga mulut. 
 Induksi bakteri Streptococcus mutans 4 x 109 
CFU/ml per ekor mencit selama 5 hari  pada 
permukaan gigi dan rongga mulut. 
 Diberi pakan dan minum yang ditambah sukrosa 






















 4.5 Variabel Penelitian 
Variabel dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 
Variabel bebas : Dosis kefir susu kuda Sumbawa. 
Variabel tergantung : Produksi TNF-α – Gr1 dan IL-10 – T CD4. 
Variabel kendali : Homogenitas: strain mencit, bobot badan mencit, umur dan 
jenis kelamin mencit, bakteri Streptococcus mutans, sukrosa 
5%, ampicillin, dan kondisi kandang. 
 
4.6 Tahapan Penelitian 
4.6.1 Persiapan Hewan Coba 
Sebelum dilakukan percobaan, mencit di aklimatisasi selama 7 hari 
di dalam kandang yang masing-masing berisi 4 ekor tikus. Lantai kandang 
beralaskan sekam, lokasi kandang mencit berada pada tempat dengan suhu 
ruang (22-25oC), kelembaban udara 50-60% dengan ventilasi udara cukup, 
bebas dari kebisingan, dan bebas dari polutan. Hewan coba diberi minum 
secara ad libitum dan pakan sebanyak 10% dari bobot badan tiap harinya. 
Setelah hari ke-7 aklimatisasi, sebelum perlakuan, mencit diberikan 
antibiotik ampicillin rutin selama 3 hari hasil modifikasi sebanyak 0,5ml/ 
ekor yang diolesi secara langsung di permukaan gigi menggunakan spuit 
1cc (Lampiran 5) untuk menekan pertumbuhan mikroba dalam rongga 
mulut (Ertugrul et al., 2002 dan Takei et al., 1994). Pemberian antibiotik 





















4.6.2 Pembuatan Kefir Susu Kuda Sumbawa 
Cara pembuatan kefir menurut Safitri dan Swarastuti (2013) adalah 
dengan memasukkan 0,5% grain kefir dari total volume susu yang akan 
digunakan. Kemudian didiamkan dalam suhu ruang (22-25oC) sampai 
terfermentasi selama ± 24 jam. Pembuatan kefir susu kuda Sumbawa pada 
penelitian ini dibuat dengan memodifikasi cara sebelumnya, yaitu: memasukkan 
50 gram grain kefir ke dalam 100ml susu kuda Sumbawa pada wadah tertutup 
tanpa dilakukan pasteurisasi terhadap susu kuda, lalu didiamkan selama ± 72 jam. 
Kefir susu kuda Sumbawa siap digunakan yang telah dilakukan pengukuran total 
BAL (bakteri asam laktat) 1,9 x 106 CFU/ml  dan disimpan di dilama refrigerator 
pada suhu 4oC untuk menghambat proses fermentasi.)  
4.6.3 Pembuatan Suspensi Bakteri Streptococcus mutans 
4.6.3.1 Regenerasi Bakteri Streptococcus mutans 
Bakteri Streptococcus mutans dilakukan peremajaan dengan memindahkan 
biakan bakteri murni yang didapatkan ke dalam media baru. Diambil 1 ose koloni 
bakteri lalu digoreskan pada 5ml media BHIA dan diinkubasi pada suhu 37oC 
selama 18-24 jam dengan 5% CO2 (Madani, 2010). 
4.6.3.2 Pembuatan Inokulum Streptococcus mutans 
Biakan murni Streptococcus mutans yang telah diregenerasi diambil 2 
ose, lalu di suspensikan dalam 100 ml media BHIB dan diinkubasi pada 5% CO2 
dengan suhu 37oC selama 24 jam. Selanjutnya di buat pengenceran dengan 
mengambil 3 ml kultur biakan dimasukkan dalam 12 ml BHIB dan 




















Pengenceran dilakukan terus-menerus dengan cara yang sama sampai 
pengenceran 10-5 (Madani, 2010). 
4.6.3.3 Pembuatan Suspensi Streptococcus mutans 
Inokulum Streptococcus mutans sebanyak 2 ml dimasukkan dalam 20 ml 
media BHIB (Brain Heart Infusion Broth) dan diinkubasi pada keadaan 5% CO2 
dengan suhu 37oC selama 18-24 jam. Selanjutnya diukur tingkat kekeruhan 
menggunakan spektofotometer (Madani, 2010) dan jumlah sel yang digunakan 
disetarakan dengan 4 x 109 CFU. Untuk menghasilkan jumlah bakteri 
Streptococcus mutans 109 CFU, panjang gelombang yang digunakan disetarakan 
dengan 540 nm menggunakan Optical Density (OD) 1.0 (Rocha et al., 2009). 
4.6.3.4 Uji Pertumbuhan Biofilm Streptococcus mutans 
Suspensi bakteri sebanyak 200 µL dimasukkan ke dalam microplate dan 
ditutup, lalu diinkubasi pada suhu 37oC dengan waktu bertingkat 24, 48, 72, dan 
96 jam. Setelah diinkubasi, keluarkan microplate dan dicuci dengan air mengalir. 
Selanjutnya dilakukan pewarnaan dengan microplate dimasukan dalam 200 µL 
larutan Kristal violet 1% dan diinkubasi selama 15 menit pada suhu ruang. 
Pewarna dicuci dengan air dan dibiarkan kering pada suhu ruang. Microplate yang 
kering dimasukkan 200 µL etanol 96% dan diinkubasi lagi selama 15 menit pada 
suhu ruang. Tahap akhir, microplate diukur menggunakan microplate reader pada 
densitas optik 595 nm (Fattah, 2015). 
4.6.4 Isolasi Glandula Saliva 
Hewan coba (mencit) di dislokasi terlebih dahulu, selanjutnya disemprot 




















daerah bagian leher atas untuk mengambil glandula saliva. Setelah menemukan 
glandula saliva, diambil dengan menggunakan pinset dan dimasukkan ke dalam 
tabung centrifuge 15 ml steril berisikan PBS, lalu dimasukkan dalam ice box 
untuk dipindahkan ke Laboratorium Fisiologi Hewan FMIPA Universitas 
Brawijaya untuk dilakukan uji flowcytometry.  
4.6.5 Deteksi Produksi TNF-α – Gr-1 dan IL-10 – T CD4 
Glandula saliva yang telah diisolasi dihaluskan terlebih dahulu. 
Diletakkan dalam cawan petri, yang berisi 5 ml PBS, digerus menggunakan 
pangkal spuit, disaring dan dimasukkan dalam tabung sentrifus. Kemudian  
disentrifugasi dengan kecepatan 2500 rpm selama 5 menit dengan suhu 4oC dan 
diambil peletnya. Pelet ditambahkan PBS 1 ml, dihomogenkan dengan cara 
pipeting. Kemudian diambil 100μl dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 
(microtube) dan ditambahkan 100 μl PBS, disentrifugasi kembali dengan kecepatan 
2500 rpm selama 5 menit dengan suhu 4oC. Supernatan dibuang dan diambil 
bagian peletnya (Rantam, 2013). 
Deteksi Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-α) dan Interleukin 10 (IL-
10) menggunakan metode flowcytometry yang melibatkan satu antibodi yang 
spesifik terhadap antigen tertentu. Setelah panen sel T dan sel granulosit dari 
glandula saliva maka ditambahkan antibodi, konjugat, dan pewarnaan spesifik. 
Pewarnaan intraseluler sel T dan sel granulosit difiksasi dan ditambahan dengan 
cytofix buffer lalu diikubasi selama 20 menit pada ruang gelap. Kemudian 
ditambahkan washperm buffer dan disentrifuse selama 5 menit dengan kecepatan 




















dengan 1 ml PBS (Posphate Buffer Saline) dan ditempatkan pada kuvet 
flowcytometer. Flowcytometer akan menghitung jumlah sel total serta jumlah sel 
yang terdeteksi oleh label antibody. Kemudian hasil yang diperoleh dianalisis 
Becton-Dickson Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS) calibur 
flowcatometer (Pinca et al., 2013). 
4.6.6 Analisa Data 
Data yang diperoleh berupa produksi kuantitas dari sel hidup yang 
mengekspresikan Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-α) dan Interleukin 10 (IL-
10). Selanjutnya analisa data dilakukan menggunakan metode On-Way ANOVA 
(Analysis of Variance) dengan CI 95% untuk melihat signifikasi pengaruh 
pemberian kefir susu kuda Sumbawa dengan menggunakan fasilitas SPSS 
(Statistical Product of Service Solution). Apabila terdapat perbedaan nyata uji 
maka dilanjutkan dengan perbandingan berganda uji Turkey atau Beda Nyata 

























BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
5.1. Gambaran Gigi Mencit yang DiinduksiSteptococcus mutans 
Gambaran hasil induksi Streptococcus mutans pada hewan coba mencit 
yang telah dilakukan dapat dilihat pada Lampiran 8 dan Gambar 5.1 di bawah ini,  
 
Gambar 5.1 Penampakan gigi terbentuk plak, A. Kontrol positif dan B. Kontrol negatif 
 
Menurut Hale (2004), bahwa diagnosa karies gigi dapat diperhatikan melalui 5 
tahap skoring perubahan patologi, yakni: 1) kerusakan gigi hanya pada enamel, 2) 
kerusakan gigi meluas ke dentin tetapi tidak mencapai ruang pulpa, 3) kerusakan 
gigi meluas sampai ke ruang pulpa, 4) kerusakan struktur gigi yang signifikan dari 
mahkota gigi, dan 5) mayoritas mahkota gigi hilang, terlihat lubang besar, dan 
yang tersisa adalah akar. Berdasarkan tahapan skoring tersebut dapat dilihat 
bahwa mencit A (kontrol positif) pada gigi incisivus mulai terbentuk plak yang 
berwarna kuning kecoklatan, dan meskipun tidak nampak pada gambar di atas, 
gigi molar pada mencit A terlihat adanya bintik hitam pada bagian oklusi, 
sedangkan kondisi gigi incisivus pada mencit B (kontrol negatif) terlihat bersih 
dan tidak ada terbentuknya plak. 





















5.2 Efek Pemberian Kefir Susu Kuda Sumbawa Terhadap Persentase 
TNF-α (Tumor Necrosis Facror alpha) yang Diproduksi oleh Gr-1 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa kelompok perlakuan dengan 
pemberian kefir susu kuda Sumbawa dari dosis yang semakin tinggi memiliki 
rata-rata yang meningkat. Sedangkan pada kelompok kontrol negatif yang 
dibandingkan dengan kelompok kontrol positif (setelah diinduksi oleh 
Streptococcus mutans) menunjukkan bahwa persentase TNF-α mengalami 
peningkatan jumlah sel sebesar 2,1%. Grafik peningkatan jumlah persentase TNF-
α dapat dilihat pada Gambar 5.3 berikut : 
 
Gambar 5.2. Grafik Rataan Persentase Sitokin TNF-α – Gr1 
 
Berdasarkan pengujian statistik menggunakan uji one way ANOVA (CI 
95%) menunjukkan bahwa rata-rata perlakuan pemberian kefir susu kuda 
Sumbawa yang diinduksi S. mutans dapat meningkatkan jumlah persentase TNF-α 
dibandingkan dengan rata-rata kontrol positif yang hanya diinduksi oleh 













Kontrol (+) Kontrol (-) Dosis 1 (0,1 ml) Dosis 2 (o,25
ml)






































signifikan (p < 0,05). Pada hasil post hoc dengan uji Tukey didapatkan hasil 
bahwa kelompok kontrol memiliki perbedaan yang signifikan (berbeda nyata) 
dibandingkan kelompok perlakuan dengan ditunjukkan adanya perbedaan notasi 
dari setiap perlakuan. Akan tetapi dari 3 kelompok perlakuan dosis kefir, terlihat 
bahwa hanya kelompok dosis 3 yang signifikan dibandingkan dengan kelompok 
dosis 1 dan 2 yang sama-sama memiliki notasi (b), sedangkan perlakuan 
pemberian kefir susu kuda Sumbawa dosis 3 berada pada notasi (c) yang 
mendekati notasi kontrol negatif (d).  Adanya perbedaan notasi pada kelompok 
perlakuan pemberian kefir susu kuda Sumbawa dosis 3 dan dibandingkan dengan 
kelompok kontrol positif maupun negatif, menunjukkan bahwa dosis 3 
memberikan pengaruh yang signifikan terhadap jumlah persentase TNF-α seperti 
yang ditunjukkan pada tabel 5.2 berikut.   
Tabel 5.2. Hasil Perbandingan Produksi TNF-α – Gr1 Antar Kelompok Perlakuan 
Kelompok Perlakuan Produksi TNF-α (%) ± SD 
Kontrol (+) 0,57 ± 0,20a 
Kontrol (-) 2,67 ± 0,28d 
Dosis 1 (0,1 ml) 1,10 ± 0,22b 
Dosis 2 (0,25 ml) 1,45 ± 0,28b 
Dosis 3 (0,5 ml) 2,07 ± 0,22c 
Keterangan : Notasi yang berbeda menunjukkan adanya pengaruh yang berbeda nyata 
   (p < 0,05) antar kelompok perlakuan 
 
Pada tabel di atas terlihat bahwa rata-rata persentase TNF- α kontrol positif 
lebih rendah dibandingkan kontrol negatif, yang menandakan bahwa 
Streptococcus mutans bersifat sebagai imunosupresan. Hal tersebut sesuai dengan 




















yang dihasilkan oleh infeksi S. mutans penyebab karies gigi menyebabkan  
neutrofil mengalami apoptosis.  
Neutrofil merupakan sel darah putih (leukosit) yang berperan dalam garis 
pertahanan tubuh pertama terhadap benda asing, salah satunya adalah bakteri 
Streptococcus mutans. Sebanyak 98% leukosit yang berperan sebagai komponen 
antimikroba dalam saliva adalah neutrofil. Neutrofil menyerang bakteri dan 
menghancurkannya dengan fagositosis melalui reaksi biokimia yang komplek dan 
melibatkan berbagai enzim dan senyawa kimia. Umumnya, neutrofil 
memfagositosis bakteri dan membunuhnya dengan proses degranulasi pada 
granula primernya (marker Gr-1). Granula primer pada neutrofil mengandung 
enzim-enzim hidrolitik dan senyawa bakterisidal yaitu lisozim, protein pengikat 
besi laktoferin, leukin, dan fagositim serta protein kationik yang mampu 
membunuh bakteri. Makrofag juga merupakan sel imun yang memiliki respon 
cepat terhadap pathogen yang masuk akan tetapi perbedaannya dengan neutrofil 
adalah makrofag butuh distimulasi oleh sitokin seperti IFN- dan memiliki waktu 
hidup yang lebih panjang di jaringan (Roeslan, 2002; Walker, 2004).  
Neutrofil yang mengalami apoptosis dan makrofag yang tidak teraktivasi 
tidak mampu menekan infeksi bakteri yang masuk sehingga bakteri mampu 
berkembang, menginfeksi lebih banyak dan menyebabkan penurunan produksi 
sitokin pro-inflamatori seperti TNF-α, IL-6, dan IL-1β. Selain itu Higerd T.B., et 
al (1981) menyatakan bahwa Streptococcus mutans memproduksi protein CEP-
Sm (Crude Extracelullar Product – Streptococcus mutans) yang berperan sebagai 




















haemaglutinin dari sel mononuclear darah perifer dan respon imun primer, 
sehingga sel hospes mengalami imunosupresi.    
Berdasarkan ketiga kelompok perlakuan dosis kefir susu kuda Sumbawa, 
peningkatan persentase TNF-α – Gr1 paling maksimal terjadi pada kelompok 
perlakuan dosis 3 (0,5 ml) dibandingkan dengan kelompok perlakuan dosis 1 dan 
dosis 2. Tetapi tidak dapat disebutkan bahwa dosis 0,5 ml merupakan dosis 
optimal dalam peningkatan jumlah persentase TNF-α karena tidak ditemukannya 
dosis toksik dari kelompok perlakuan. Selain itu peningkatan jumlah persentase 
TNF-α pada dosis 0,5 ml tidak melebihi peningkatan jumlah persentase TNF-α 
kontrol negatif dengan selisih perbedaan 0,60%. Sedangkan selisih persentase 
TNF- α kelompok dosis 3 dengan kontrol positif adalah 1,50%, yang menandakan 
bahwa pemberian kefir susu kuda Sumbawa dapat meningkatkan sistem imun pro-
inflamasi. 
Peningkatan persentase TNF-α – Gr1 setelah diberikan kefir susu kuda 
Sumbawa yang merupakan minuman probiotik, menandakan bahwa probiotik 
dapat mempengaruhi pertumbuhan biofilm dan mikroflora pada rongga mulut. 
Bakteri-bakteri probiotik (BAL) bekerja dalam lingkungan mulut berkompetisi 
dengan bakteri pathogen untuk tempat melekat, produksi zat-zat antimikroba dan 
aktivasi serta regulasi respon imun hospes. Di antara berbagai macam BAL, 
Lactobacillus casei dilaporkan mampu menghambat pertumbuhan dari bakteri 
streptococcus, baik secara klinis maupun laboratoris. Kompetisi L. casei dengan S. 
mutans dalam mencari tempat perlekatan dan beragregasi dikatakan sebagai 




















gigi (Achmad, 2012). Adanya perlawanan antara BAL yang dihasilkan dari kefir 
susu kuda Sumbawa dengan bakteri pathogen Streptococcus mutans sehingga 
mempengaruhi sistem imun dengan meningkatkan proliferasi splenosit sebagai 
akibat mitogen untuk sel T dan sel B. Probiotik juga berperan terhadap 
peningkatan produksi sitokin, sebagai contoh Streptococcus thermophilus akan 
meningkatkan produksi sitokin TNF-α dan IL-6 melalui makrofag yang 
teraktivasi, serta mampu meningkatkan efek fagositosis terhadap bakteri pathogen 
(Erickson and Hubbard, 2000). 
Meningkatnya ekspresi TNF-α yang diproduksi oleh neutrofil (Gr-1) 
menunjukkan bahwa pemberian kefir susu kuda Sumbawa memiliki efek 
imunostimulator dan mencegah terjadinya karies gigi. Peningkatan TNF-α pada 
perlakuan pemberian kefir susu kuda Sumbawa diduga disebabkan oleh 
kandungan bakteri asam laktat yang terkandung di dalamnya. Peningkatan TNF-α 
akan merangsang pertumbuhan diferensiasi sel B menjadi sel plasma untuk 
memproduksi antibodi. Antibodi dapat menghancurkan bakteri secara langsung 
dengan cara netralisasi. Pada saat netralisasi antibodi dapat mencegah toksin 
menembus sel sasaran (Bratawidjaja dan Rengganis, 2010).  
Menurut Sofiyanti (2012), menyatakan bahwa bakteri asam laktat pada susu 
kuda Sumbawa mampu memulihkan fungsi neutrofil dan meningkatkan  kapasitas 
reseptor yang dimiliki makrofag untuk meningkatkan produksi sitokin-sitokin 
yang diaktivasi oleh makrofag, salah satunya TNF-α. Menurut Perdigon et al. 
(1998), pemberian susu fermentasi yang mengandung salah satu bakteri 




















vivo dapat meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag peritoneum mencit. Hal 
ini didukung oleh beberapa penelitian yang menunjukkan bahwa bakteri asam 
laktat yang berperan sebagain probiotik memiliki kemampuan sebagai aktivator 
yang kuat untuk sistem imun alami karena mempunyai molekul spesifik pada 
dinding selnya. Dinding bakteri asam laktat tersusun atas peptidoglycan dan 
lipotechoic acid (Sofiyanti, 2012).  
 
5.3. Efek Pemberian Kefir Susu Kuda Sumbawa Terhadap Persentase IL-
10 (Interleukin 10) yang Diproduksi oleh Sel TCD4 
Hasil penelitian terhadap persentase IL-10 (interleukin 10) yang diproduksi 
oleh sel T limfosit (Th2) menunjukkan bahwa perlakuan pemberian kefir susu 
kuda Sumbawa pada dosis 3 (0,5 ml) mengalami penurunan jumlah persentase IL-
10 yang signifikan dibandingkan dengan kelompok perlakuan dosis 1 (0,1 ml) dan 
dosis 2 (0,25 ml). Pada kelompok kontrol positif dibandingkan dengan kelompok 
negatif menunjukkan bahwa jumlah persentase IL-10 yang diprosuksi sel T 
limfosit (Th2) dengan marker TCD4 mengalami peningkatan jumlah sel sebesar 
1,74%. IL-10 merupakan sitokin anti-inflamasi yang memiliki sifat berbanding 
terbalik dengan TNF-α, IL-6, dan IFN- yang merupakan sitokin pro-inflamasi. 






















Gambar 5.3. Grafik Rataan Persentase Sitokin IL-10 – TCD4 
 
Pada pengujian statistik menggunakan uji one way ANOVA (CI 95%) 
menunjukkan bahwa rata-rata perlakuan pemberian kefir susu kuda Sumbawa 
yang diinduksi Streptococcus mutans dapat menurunkan jumlah persentase IL-10 
yang diproduksi oleh sel T limfosit (Th2) dibandingkan dengan rata-rata kontrol 
positif yang hanya diinduksi oleh Streptococcus mutans tanpa ditambahkan kefir 
susu kuda Sumbawa secara signifikan (p < 0,05). Hasil post hoc dengan uji Tukey 
menunjukkan bahwa antara kontrol negatif (a) dan kontrol positif (d) 
menunjukkan perbedaan yang nyata dengan adanya notasi yang berbeda. Pada 
kelompok perlakuan pemberian kefir susu kuda Sumbawa, menunjukkan adanya 
perbedaan yang signifikan tiap perlakuan dosis, yakni kelompok dosis 1 dengan 
notasi (c), kelompok dosis 2 dengan notasi (b), dan kelompok dosis 3 dengan 
notasi (a). Akan tetapi hanya dosis 3 yang memiliki notasi sama dengan kontrol 
negatif, hal ini menandakan pemberian kefir susu kuda Sumbawa pada dosis 3 
sebesar 0,5 ml mampu menghambat terbentuknya karies gigi. Hasil post hoc 
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Tabel 5.3 Hasil Perbandingan Produksi IL-10 Antar Kelompok Perlakuan 
Kelompok Perlakuan Produksi IL-10 ± SD 
Kontrol (+) 2,08 ± 0,23d 
Kontrol (-) 0,34 ± 0,16a 
Dosis 1 (0,1 ml) 1,59 ± 0,26c 
Dosis 2 (0,25 ml) 1,06 ± 0,21b 
Dosis 3 (0,5 ml) 0,55 ± 0,22a 
Keterangan : Notasi yang berbeda menunjukkan adanya pengaruh yang berbeda nyata 
   (p < 0,05) antar kelompok perlakuan 
  
 Pada dosis 1 (0,1 ml) terjadi penurunan jumlah persentase IL-10 yang 
diproduksi oleh sel T limfosit (Th2) dengan selisih persentase sebesar 0,49% 
dibandingkan dengan kontrol positif. Pada dosis 3 (0,5 ml) menunjukkan 
penurunan jumlah prosentase IL-10 yang paling tinggi dibandingkan kontrol 
positif dengan selisih 1,53% yang memiliki perbedaan signifikan (berbeda nyata) 
ditandai dengan adanya perbedaan notasi. Namun kelompok perlakuan dosis 3 
dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif tidak memiliki perbedaan 
signifikan (tidak berbeda nyata) ditandai dengan adanya notasi yang sama yakni 
notasi a, meskipun begitu jika dilihat secara deskriptif (gambar 5.6), menunjukkan 
adanya perbedaan dengan selisih 0,21%. 
Hasil uji menunjukkan tidak adanya perbedaan yang nyata antara kelompok 
perlakuan dosis 3 dengan kelompok kontrol negatif berdasarkan hasil post hoc 
dengan uji Tukey dapat disebabkan karena jumlah sel T limfosit yang teraktivasi 
tidak dalam jumlah yang mencukupi untuk melakukan perlindungan terhadap 
infeksi Streptococcus mutans.  
IL-10 adalah sitokin yang diproduksi oleh berbagai macam sel seperti Th2 




















dalam mengontrol reaksi imun nonspesifik dan imun selular. Sel Th disebut juga 
sel Tinducer merupakan subset sel T yang diperlukan dalam induksi respons imun 
terhadap antigen asing. Antigen yang ditangkap, diproses dan dipresentasikan 
makrofag dalam konteks MHC-II ke sel CD4+.  Sel CD4+ yang berproliferasi dan 
berdiferensiasi, berkembang menjadi subset Th1 dan Th2, mensintesis sitokin 
yang mengaktifkan sel imun lain seperti sel CD8+, sel B, makrofag dan sel NK. 
Sitokin yang diproduksi sel respon imun nonspesifik terhadap mikroba atau 
respon imun spesifik yang dini mempengaruhi diferensiasi sel CD4+ naif ke Th1 
dan Th2. Diferensiasi sel CD4+  menjadi Th1 berperan dalam reaksi 
hipersensitivitas lambat dan mengarahkan makrofag. Diferensiasi sel CD4+  yang 
menjadi Th2 akan merangsang sel B untuk meningkatkan produksi antibodi 
(Baratawidjaja dan Rengganis, 2010).   
IL-10 membawa efek pleiotropik, yaitu imunosupresan dan imunostimulan. 
Dua fungsi utama IL-10 adalah menghambat produksi beberapa jenis sitokin 
(TNF, IL-1, chemokine, dan IL-12), dan menghambat fungsi makrofag dan sel 
dendritik dalam membantu aktivasi sel T, utamanya Th1 dalam memprofuksi 
IFN-, sehingga bersifat imunosupresi. Hambatan fungsi makrofag terjadi karena 
IL-10 menekan ekspresi molekul MHC II pada makrofag, dan mengurangi 
ekspresi ko-stimulator. Dampak akhir dari aktivitas IL-10 adalah hambatan reaksi 
inflamasi non-spesifik maupun spesifik yang diperantarai sel T, karena itu selain 
sebagai sitokin anti inflamatori, IL-10 juga disebut cytokine synthesis inhibitory 





















Berdasarkan studi Kresno (2013), bahwa IL-10 merupakan sitokin 
multifungsi yang penting. Peningkatan atan penurunan IL-10 disebabkan oleh 
adanya perbedaan genetik individu (hospes) untuk mengontrol keseimbangan 
antara inflamasi, humoral, dan infeksi mikroba. IL-10 akan menekan produksi 
MMP (Metalloproteinase), bersamaan meningkatkan sintesis inhibitor jaringan 
MMP di makrofag. IL-10 akan menjadi sitokin pelindung pada penyakit 
periodontal seperti karies gigi dan mengatur naik-turunnya sitokin pro-inflamasi. 
Individu (hospes) yang memproduksi IL-10 tinggi menandakan mengalami 
penyakit periodontal kronis karena sifatnya sebagai anti-inflamasi. Bakteri 
Streptococcus mutans memproduksi suatu protein CEP-Sm (Crude Extracelullar 
Product – Streptococcus mutans) yang menekan imun non-spesifik hospes dan 
menginduksi produksi IL-10 lebih awal. Protein CEP-Sm ini mengikat reseptor 
IL-10 seluler dan menekan respon Th1 yang efektif terhadap bakteri intraseluler. 
Protein CEP-Sm ini mampu memanipulasi respon imun hospes yang membantu 
masa hidup pathogen (Baratawidjajda dan Rengganis, 2010). Oleh sebab itu, 
respon imun diatur oleh peningkatan dan penurunan IL-10. Penurunan IL-10 akan 
meningkatkan respon imun (kekebalan tubuh) dengan meningkatkan sitokin pro-
inflamasi (Rantam, 2013). 
Kecenderungan karakteristik negatif antara sitokin pro-inflamasi (TNF-) 
yang diproduksi oleh neutrofil (Gr-1) dengan sitokin anti-inflamasi (IL-10) yang 
diproduksi oleh Th2 (TCD4) pada infeksi Streptococcus mutans menunjukkan 
adanya counterpart atau crooss regulation antara keduanya. Sedangkan IL-10 




















inflamasi dengan down-regulating produksi IL-10 sehingga menurunkan produksi 
sitokin pro-inflamasi dan aktivasi makrofag (Kresno, 2010). 
Pada infeksi S. mutans produksi sitokin pro-inflamasi berperan penting 
dalam kekebalan terhadap karies gigi dengan menginisiasi terjadinya proses 
inflamasi untuk melindungi jaringan sekitar dari penyebaran inflamasi. Proses 
inflamasi terus berjalan sampai antigen dapat disingkirkan dan inflamasi akan 
pulih setelah mediator inflamasi diaktifkan. Inflamasi yang terjadi pada infeksi S. 
mutans merupakan inflamasi kronis. Inflamasi kronis terjadi apabila proses 
inflamasi akut mengalami kegagalan dan adanya antigen yang menetap 
(Baratawidjaja dan Rengganis, 2010). Sehingga kondisi inflamasi yang kronis 
akibat infeksi S. mutans menyebabkan anti-inflamasi (IL-10 – TCD4) meningkat 
dibandingkan pro-inflamatori (TNF- - Gr1), karena sifatnya yang berbanding 
terbalik. Dengan pemberian probiotik kefir susu kuda Sumbawa terlihat dapat 
menurunkan produksi IL-10 sehingga produksi sitokin pro-inflamasi dapat 
meningkat, bekerja maksimal melawan bakteri pathogen yang masuk (S. mutans) 
dan membantu sel makrofag dan sel T limfosit dalam mengeleminasi bakteri dan 
memperbaiki jaringan dentin. Berdasarkan efek imunostimulator yang ditandai 
dengan peningkatan ekspresi TNF-α – Gr1 dan penurunan IL-10 – TCD4 dari kefir 
susu kuda Sumbawa, maka dapat menccegah terbentuknya plak yang merupakan 























BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN 
 
6.1. Kesimpulan 
Berdasarkan perhitungan data, interpretasi hasil, dan pembahasan, dapat 
ditarik kesimpulan bahwa kefir susu kuda Sumbawa memiliki efek preventif yang 
dilihat dari respon imun yakni meningkatkan kadar TNF-α yang diproduksi oleh 
sel Gr-1 dan menurunkan kadar IL-10 yang diproduksi oleh sel T CD4 optimal 
pada perlakuann dosis kefir susu kuda Sumbawa 0,5 ml.  
 
6.2. Saran 
1.  Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan rentangan dosis yang 
bervariatif sehingga dapat ditemukan dosis optimum kefir susu kuda 
Sumbawa yang dapat mencegah terjadinya karies gigi. 
2.  Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui aplikasi penggunaan 
kefir susu kuda Sumbawa yang tepat baik itu pada hewan ataupun manusia 
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Lampiran 4. Skema Tahapan Penelitian 
 
  
Aklimatisasi selama 7 hari 















- Pemberian kefir 
susu 0,1 ml pada 
permukaan gigi, 
diberikan 2x 
sehari selama 14 
hari. 
[PAGI & SORE] 
Euthanasi, dislokasi leher 
Pengambilan glandula saliva 
Penghitungan produksi sel yang 




20 mencit BALB/c jantan umur ± 1,5 bulan dengan berat 20-30 gram 
Kontrol (+), 
- Sukrosa 5 % 
selama 14 hari 
pada pakan dan 
minum.  
- Pemberian S. 
mutans 4 x 109 
CFU/ml pada 
pemukaan gigi 
selama 5 hari 
awal.  
[SORE HARI] 
- Sukrosa 5 % 




- Pemberian S. 
mutans 4 x 109 
CFU/ml pada 
pemukaan gigi 




- Pemberian kefir 
susu 0,25 ml 
pada permukaan 
gigi, diberikan 
2x sehari selama 
14 hari. 
[PAGI & SORE] 
- Sukrosa 5 % 




- Pemberian S. 
mutans 4 x 109 
CFU/ml pada 
pemukaan gigi 




- Pemberian kefir 
susu 0,5 ml pada 
permukaan gigi, 
diberikan 2x 
sehari selama 14 
hari. 
[PAGI & SORE] 
- Sukrosa 5 % 




- Pemberian S. 
mutans 4 x 109 
CFU/ml pada 
pemukaan gigi 






















Lampiran 5. Perhitungan Dosis Kefir Susu Kuda Sumbawa dan Ampicilin 
Tabel perbandingan luas permukaan tubuh hewan percobaan untuk konversi dosis 
 
  (Sumber: Sugiharti dan Kartini, 2007) 
 
1) Perhitungan Dosis Kefir Susu Kuda Sumbawa 
Faktor konversi manusia ke mencit adalah sebesar 0,0026. Dosis yang 
diberikan pada manusia menurut Ghasempour et al. (2014) adalah 100 ml/ 
orang/ hari.  
Perhitungan konversi: 
100 ml x 0,0026 = 0,26 ml ~ 0,25 ml 
Dosis yang digunakan dalam penelitian merupakan pembulatan kelipatan 2, 
yakni: 
Dosis 1: 0,25 ml / 2 = 0,125 ml ~ 0,1 ml/ ekor/ hari 
Dosis 2: 0,25 ml/ ekor/ hari 
Dosis 3: 0,25 ml x 2 = 0,5 ml/ ekor/ hari  
2) Perhitungan Dosis Ampicilin 
a. Dosis Ampicilin untuk pemberian oral 20 mg/Kg BB 




b. Konsentrasi Ampicilin dalam sediaan suspense 1 mg/ml, maka 
banyaknya Ampicilin yang digunakan: 
𝐷𝑜𝑠𝑖𝑠 𝑥 𝐵𝐵
𝐾𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖
  =  
0,022 𝑥 22
1




















Lampiran 6. Diagram Alir Uji Flowcytometry 
 
 Digerus 
 Disentrifugasi 2500 rpm, 4oC selama 5 menit 
 
 
 Ditambahkan PBS 1 ml 
 Dihomogenkan 
 Diambil 100 µl 
 Dimasukkan dalam tabung apendorf 




 Ditambahkan antibodi ektraseluler (Gr-1) 50 µl (untuk deteksi TNF-α), 
sedangkan untuk deteksi IL-10 ditambahkan antibodi Fluoresence 
Isothocyanat (FITC)-anti CD68 
 Diinkubasi 30 menit, 4oC 
 Ditambahkan cytofix cytoperm 100 µl 
 Diinkubasi 20 menit, 4oC 




 Ditambahkan antibody intraseluler (TNF-α PE-Cy 5) 50 μl untuk deteksi 
TNF-α, sedangkan untuk deteksi IL-10 ditambahkan konjugat IL-10 PE-
Cy 5 sebanyak 50 μl. 
 Ditambahkan 300 μl PBS 
 Dimasukkan dalam kuvet 
 Dihitung TNF-α yang diekspresikan Gr-1 dan IL-10 yang diekspresikan 





























































Tanda panah pada gigi incisivus atas 
dan bawah mencit kontrol positif 
terlihat berwarna kucing kecoklatan, 
dan meskipun tidak terlihat pada foto, 
pada bagian oklusi (permukaan) gigi 
molar mencit terdapat titik hitam yang 
merupakan lesi karies.  
Tanda panah pada gigi incisivus mencit 
kontrol negatif terlihat berwarna putih 
bersih, dan tidak ditemukan titik hitam 
pada bagian oklusi gigi molar.  
Berdasarkan tanda panah pada gigi 
incisivus pada kelompok mencit 
dengan dosis kefir 1,2, dan 3 terlihat 
bahwa  semakin tinggi dosis kefir, 
maka warna gigi terlihat semakin putih 
bersih mendekati kelompok mencit 




















Lampiran 9. Hasil Uji Flowcytometry 
TNF-α 
a. Kontrol positif 
 



























c. Dosis 0,1 ml 
 





































































b. Kontrol negatif 
 































d. Dosis 0,25 ml 
 



























Lampiran 10. Hasil Analisa Statistika 
Uji ANOVA dan Tukey TNF-α 
Descriptives 
TNFa   
 N Mean Std. Deviation Std. Error 
95% Confidence Interval for Mean 
Lower Bound Upper Bound 
Kontrol (+)   [1] 4 .5675 .20123 .10061 .2473 .8877 
Kontrol (-)    [2] 4 2.6675 .28159 .14079 2.2194 3.1156 
Perlakuan 1  [3] 4 1.1000 .22166 .11083 .7473 1.4527 
Perlakuan 2  [4] 4 1.4550 .26789 .13395 1.0287 1.8813 
Perlakuan 3  [5] 4 2.0725 .22157 .11078 1.7199 2.4251 
Total 20 1.5725 .78317 .17512 1.2060 1.9390 
 
Descriptives 
TNFa   
 Minimum Maximum 
Kontrol (+)   [1] .38 .84 
Kontrol (-)    [2] 2.30 2.96 
Perlakuan 1  [3] .87 1.36 
Perlakuan 2  [4] 1.11 1.76 
Perlakuan 3  [5] 1.75 2.24 
Total .38 2.96 
 
Test of Homogeneity of Variances 
TNFa   
Levene Statistic df1 df2 Sig. 
.125 4 15 .971 
 
ANOVA 
TNFa   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 10.784 4 2.696 46.521 .000 
Within Groups .869 15 .058   
Total 11.654 19    
 
Post Hoc Tests 
Multiple Comparisons 
Dependent Variable:   TNFa   
Tukey HSD   
(I) Perlakuan (J) Perlakuan 
Mean 

























3 -.53250* .17023 .046 -1.0582 
4 -.88750* .17023 .001 -1.4132 
5 -1.50500* .17023 .000 -2.0307 
2 1 2.10000* .17023 .000 1.5743 
3 1.56750* .17023 .000 1.0418 
4 1.21250* .17023 .000 .6868 
5 .59500* .17023 .023 .0693 
3 1 .53250* .17023 .046 .0068 
2 -1.56750* .17023 .000 -2.0932 
4 -.35500 .17023 .276 -.8807 
5 -.97250* .17023 .000 -1.4982 
4 1 .88750* .17023 .001 .3618 
2 -1.21250* .17023 .000 -1.7382 
3 .35500 .17023 .276 -.1707 
5 -.61750* .17023 .018 -1.1432 
5 1 1.50500* .17023 .000 .9793 
2 -.59500* .17023 .023 -1.1207 
3 .97250* .17023 .000 .4468 
4 .61750* .17023 .018 .0918 
 
Multiple Comparisons 
Dependent Variable:   TNFa   
Tukey HSD   
(I) Perlakuan (J) Perlakuan 
95% Confidence Interval 
Upper Bound 








































*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
Homogeneous Subsets 
TNFa 
Tukey HSDa   
Perlakuan N 
Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 
1 4 .5675    
3 4  1.1000   
4 4  1.4550   
5 4   2.0725  
2 4    2.6675 
Sig.  1.000 .276 1.000 1.000 
 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000. 
 
NPar Tests 
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 
 TNFa 
N 20 
Normal Parametersa,b Mean 1.5725 
Std. Deviation .78317 
Most Extreme Differences Absolute .104 
Positive .083 
Negative -.104 
Test Statistic .104 
Asymp. Sig. (2-tailed) .200c,d 
 
a. Test distribution is Normal. 
b. Calculated from data. 
c. Lilliefors Significance Correction. 
d. This is a lower bound of the true significance. 
 
Uji ANOVA dan Tukey IL-10 
Descriptives 
IL-10   
 N Mean Std. Deviation Std. Error 
95% Confidence Interval for Mean 
Lower Bound Upper Bound 
Kontrol (+)   [1] 4 2.0775 .23128 .11564 1.7095 2.4455 
Kontrol (-)    [2] 4 .3375 .15650 .07825 .0885 .5865 
Perlakuan 1  [3] 4 1.5950 .25684 .12842 1.1863 2.0037 
Perlakuan 2  [4] 4 1.0650 .21299 .10650 .7261 1.4039 
Perlakuan 3  [5] 4 .5500 .22256 .11128 .1959 .9041 

























IL-10   
 Minimum Maximum 
Kontrol (+)   [1] 1.84 2.30 
Kontrol (-)    [2] .21 .55 
Perlakuan 1  [3] 1.37 1.89 
Perlakuan 2  [4] .81 1.26 
Perlakuan 3  [5] .32 .84 
Total .21 2.30 
 
Test of Homogeneity of Variances 
IL-10   
Levene Statistic df1 df2 Sig. 
.928 4 15 .474 
 
ANOVA 
IL-10   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 8.330 4 2.083 43.595 .000 
Within Groups .717 15 .048   
Total 9.047 19    
 
Post Hoc Tests 
Multiple Comparisons 
Dependent Variable:   IL-10   
Tukey HSD   
(I) Perlakuan (J) Perlakuan 
Mean 





1 2 1.74000* .15455 .000 1.2628 
3 .48250* .15455 .047 .0053 
4 1.01250* .15455 .000 .5353 
5 1.52750* .15455 .000 1.0503 
2 1 -1.74000* .15455 .000 -2.2172 
3 -1.25750* .15455 .000 -1.7347 
4 -.72750* .15455 .002 -1.2047 
5 -.21250 .15455 .652 -.6897 
3 1 -.48250* .15455 .047 -.9597 
2 1.25750* .15455 .000 .7803 
4 .53000* .15455 .026 .0528 
5 1.04500* .15455 .000 .5678 
4 1 -1.01250* .15455 .000 -1.4897 
2 .72750* .15455 .002 .2503 




















5 .51500* .15455 .032 .0378 
5 1 -1.52750* .15455 .000 -2.0047 
2 .21250 .15455 .652 -.2647 
3 -1.04500* .15455 .000 -1.5222 
4 -.51500* .15455 .032 -.9922 
 
Multiple Comparisons 
Dependent Variable:   IL-10   
Tukey HSD   
(I) Perlakuan (J) Perlakuan 
95% Confidence Interval 
Upper Bound 





















*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
Homogeneous Subsets 
IL-10 
Tukey HSDa   
Perlakuan N 
Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 
2 4 .3375    
5 4 .5500    
4 4  1.0650   
3 4   1.5950  
1 4    2.0775 
Sig.  .652 1.000 1.000 1.000 
 




















a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000. 
 
NPar Tests 
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 
 IL-10 
N 20 
Normal Parametersa,b Mean 1.1250 
Std. Deviation .69003 
Most Extreme Differences Absolute .131 
Positive .131 
Negative -.110 
Test Statistic .131 
Asymp. Sig. (2-tailed) .200c,d 
 
a. Test distribution is Normal. 
b. Calculated from data. 
c. Lilliefors Significance Correction. 
d. This is a lower bound of the true significance. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
